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RESUMEN 
Carboximetilcisteína con nombre químico (2R)-2-amino-3-[(carboximetil) 
sulfanil] ácido propanóico, es un medicamento mucolítico y mucoregulador con 
efecto fluidificante, indicado como coadyuvante en el tratamiento de desórdenes 
agudos y crónicos del tracto respiratorio alto y bajo, en la prevención de cuadros 
agudos asociados a bronquitis obstructiva crónica.  
 
El presente trabajo se llevó acabo en Laboratorios SOLKA S.A, con el 
objetivo de validar la técnica analítica por cromatografía líquida de alta resolución 
(CLAR) para la cuantificación de carboximetilcisteína, partiendo de trabajos 
anteriores ya que no existe una metodología de análisis para producto terminado 
de carboximetilcisteína en las Farmacopeas de referencia, ajustando las 
condiciones cromatográficas de trabajo. 
 
Se utiliza un Cromatógrafo de líquidos marca YLClarity, modelo 9100 con 
Número de serie 9110, con inyector manual, con detector de arreglo de diodos a 
longitud de onda fija de 210 nm, trabajando en el rango de concentraciones 80% a 
120%, utilizando como fase móvil Dihidrógeno fósfato monobásico de sodio 0.02M 
y metanol (95:5). 
 
Para la validación de la técnica se evalúan los parámetros estadísticos de 
desempeño, aptitud del sistema, linealidad, precisión, exactitud, robustez, 
especificidad, para cumplir con los requisitos del Reglamento Técnico 
Centroamericano Armonizado (RTCA 11.03.39:06), “Productos farmacéuticos. 
Validación de Métodos Analíticos para la evaluación de la Calidad de los 
Medicamentos”. 
 
La técnica analítica demuestra ser lineal, precisa y exacta, obteniéndose 
resultados para r2= 0.9999, con un coeficiente de variación < 2% y con porcentajes 
de recuperación de 99.94%, por lo tanto, puede emplearse como método de rutina 
en el control de calidad del medicamento. 
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CAPÍTULO I 
ASPECTOS GENERALES
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1.1 INTRODUCCIÓN 
 
En Nicaragua son muchas las enfermedades que han afectado a la 
población en estos últimos años, las más comunes son: las infecciones 
respiratorias agudas (IRA) y neumonía, según el reporte del MINSA, las IRA 
ocupan el primer lugar con un total de 245,188 casos y 26,554 casos de 
neumonía, debido a las condiciones climatológicas y los cambios bruscos de 
temperatura, por la ubicación geográfica de Nicaragua zona climática IV, 
siendo los niños los más afectados por estas enfermedades respiratorias. 
 
El uso de los mucolíticos es esencial para el tratamiento de dichas 
infecciones, el jarabe de carboximetilcisteína posee esta acción farmacológica 
y podrá ser indicado en este tipo de afecciones. Laboratorios SOLKA S.A es la 
única industria farmacéutica nacional en la actualidad que formula 
carboximetilcisteína solución oral 50 mg/mL, no todos los laboratorios cuentan 
con el equipo necesario que algunos métodos modernos exigen para el 
análisis del producto terminado, por lo cual tienen que disponer de métodos de 
análisis alternativos, que sean rápidos, seguros, confiables y económicos.  
 
Todo método analítico debe cumplir con las exigencias contempladas por la 
Dirección General de Medicamentos  Insumos y Drogas del Ministerio de 
Salud de Nicaragua y el Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 
11.03.39:06 “Validación de Métodos Analíticos para la Evaluación de la 
Calidad de los Medicamentos”, el cual indica las directrices que deben 
aplicarse a todos los métodos analíticos no oficiales y oficiales utilizados para 
el control de calidad de medicamentos. 
 
La Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP 36), no contemplan 
ninguna monografía para carboximetilcisteína como principio activo y producto 
terminado, las únicas referencias bibliográficas para principio activo se 
Validación de la Técnica Analítica para Cuantificación de Carboximetilcisteína 
solución oral 50 mg/mL por Cromatografía Líquida de Alta Resolución (CLAR).  
 
2 Bra. Katherine Danelia Castillo Morales, Bra. Yeribeth Elisa Rodríguez Martínez 
 
encuentran en la Farmacopea Europea (5ta ed.) y la Farmacopea Británica 
(6ta ed.); este trabajo pretende validar el método por Cromatografía Líquida de 
Alta Resolución (CLAR) para la cuantificación de carboximetilcisteína solución 
oral 50 mg/mL mediante la evaluación de los parámetros de desempeño, 
exactitud, precisión, linealidad e intervalo, con la única finalidad de garantizar 
la calidad y la seguridad del medicamento. 
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1.2. OBJETIVOS 
 
1.2.1. OBJETIVO GENERAL 
 
 Validar la técnica analítica para la cuantificación de carboximetilcisteína 
solución oral 50 mg/mL por cromatografía líquida de alta resolución (CLAR) 
en el laboratorio SOLKA S.A Enero- Marzo 2016. 
 
1.2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Demostrar la idoneidad del sistema para la cuantificación del producto 
terminado de carboximetilcisteína solución oral 50 mg/mL por cromatografía 
líquida de alta resolución (CLAR). 
 
 Evaluarlos parámetros de desempeño para la validación del método 
analítico: linealidad, precisión, exactitud, robustez, límite de cuantificación y 
límite de detección, para la cuantificación de carboximetilcisteína solución 
oral 50 mg/mL por cromatografía líquida de alta resolución (CLAR). 
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1.3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
La industria farmacéutica actúa en busca de la calidad de los medicamentos 
y de los procesos de fabricación, ya que es importante que el medicamento sea 
seguro y eficaz esto se puede garantizar mediante la validación ya que es un 
procedimiento de medida que certifica mediante estudios de laboratorio que las 
características de dicho método cumplen con las especificaciones relativas al uso 
previsto de los resultados analíticos.  
 
Es necesario establecer una metodología de validación para 
carboximetilcisteína 50 mg/mL solución oral ya que no existe una metodología 
establecida en la Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP 36); 
únicamente en la Farmacopea Británica (Sexta edición) y Farmacopea Europea 
(Quinta edición) se define la técnica de valoración para principio activo y no para 
producto terminado. 
 
Todo laboratorio farmacéutico tiene como principal objetivo la producción de 
datos analíticos de alta calidad por medio de uso de mediciones analíticas que 
sean precisas, confiables y adecuadas. La validación de un método analítico es un 
instrumento importante para poder garantizar la calidad del medicamento, puesto 
que les confiere fiabilidad a los resultados en el análisis, asegurando así que 
cumplan con los parámetros de calidad establecidos. La validación permite 
conocer las características del funcionamiento del método lo que garantizará un 
alto grado de confianza en el mismo y de los resultados obtenidos. 
 
Todo lo anterior nos lleva a la siguiente pregunta ¿La técnica analítica por 
cromatografía líquida de alta resolución (CLAR) es adecuada para la validación del 
producto terminado Carboximetilcisteína solución oral de 50 mg/mL? 
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1.4. JUSTIFICACIÓN 
 
En los laboratorios farmacéuticos es necesario saber si la materia prima, los 
procesos, productos terminados o el almacenamiento, se encuentran bajo las 
normas legales o los parámetros establecidos a nivel nacional e internacional, 
para el aseguramiento de la calidad. Es importante utilizar métodos de 
análisis rápidos, altamente eficientes y no contaminantes, por tal razón es 
necesario validar cada uno de los métodos de análisis, aplicando los 
principios de las Buenas Prácticas de Manufactura (BPM) y las Buenas 
Prácticas de Laboratorio (BPL). 
 
La importancia de la realización de este trabajo de investigación se debe al 
aporte que suministra el método empleado, al reunir condiciones idóneas 
para la obtención de resultados precisos, exactos, confiable, con menos 
tiempo y costo en su aplicación. De la misma manera ser útil para el 
fortalecimiento del conocimiento farmacéutico relacionado con la validación 
de métodos analíticos. 
 
La molécula de carboximetilcisteína fue seleccionada por el interés del 
Laboratorios SOLKA S.A, por lo que dicha molécula es adecuada para el 
tratamiento de las enfermedades del tracto respiratorio, así mismo al no 
contemplarse la metodología analítica en la farmacopea de los Estados 
Unidos de América (USP 36), y no estar validado este método para la 
cuantificación del producto terminado, se procede a validar el método a través 
de CLAR, para convertirse en un método oficial para la industria nacional. 
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1.5. ANTECEDENTES 
 
A nivel internacional se encontraron algunos trabajos sobre validaciones de 
productos terminados de Carboximetilcisteína. En Nicaragua no existen estudios 
de validación de la técnica analítica para la cuantificación del producto terminado 
Carboximetilcisteína solución oral de 50mg/mL. 
 
Internacionales: 
2012:"Estabilidad del método indicando rendimiento cromatográfico líquido ultra 
veloce (UPLC) para la determinación de ensayo de carbocisteína en diversos 
productos de formulación". Ravindhar Burugu, g. Venkateshwarlu. Departamento 
de Química, College de Nizam de Hyderabad, Revista Internacional de Farmacia y 
Ciencias Farmacéuticas; Oct 2012 Suplemento, Vol. 4, p653. 
“El método fue desarrollado y validado para la determinación de 
carbocisteína mediante HPLC en fase inversa, el cual indica estabilidad 
rápida, precisa y exacta; la carbocisteína es un medicamento mucolítico y 
expectorante con una estructura de aminoácidos, el método fue 
desarrollado y validado en jarabes, cápsulas y tabletas comerciales. El 
método ha demostrado una separación adecuada para las impurezas 
principales asociadas a la carbocisteína y productos de degradación. La 
separación se logró con una columna Nucleosil C18 de 3μ, con un diámetro 
100 mm de largo × 4.6 mm de ancho, usando una fase móvil que consiste 
en una solución amortiguadora de orto dihidrógeno fosfato de amonio 0.01 
M (pH 2.6) con un caudal de 1 mL/min y detección UV a 210 nm. La 
linealidad del método propuesto fue investigada en el rango de 0.1-0.3, el 
límite de detección fue 0.007 µg/mL y el límite de cuantificación fue de 
0.021 µg/mL. Los productos de degradación producidos como resultado de 
los estudios no interfirieron en la detección del ensayo lo que indica 
estabilidad del método”. 
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2010: "Cromatografía líquida de alta presión fase inversa técnica para la 
determinación de carbocisteína de formulación farmacéutica". RELE R.V.et al. 
Chem Pharm. Res., 2, 2010 (4): 24-30. D. G. Ruparel College, Matunga, Mumbai.  
“El método de HPLC se utiliza para la estimación de carbocisteína el 
ingrediente activo farmacéutico, la reproducibilidad, repetibilidad y exactitud 
del método resultó ser satisfactorio, ya que se manifiesta con valores bajos 
de desviación estándar y desviación de estándar relativa porcentual. La 
separación de la droga se logró en APS-2 (Amino propil silano) hypersil, con 
una columna de 5μ con una diámetro (250 mm  X 4.6 mm). La fase móvil 
consistió en una mezcla de tampón y metanol (65: 35 v/v). El búfer era una 
mezcla de 0.02 M dihidrógeno fósfato de potasio monobásico y 0.01 M 1-
hexano sulfónico ácido sal sódica anhidra. La detección se llevó a cabo a 
una longitud de onda de 210 nm. La solución tampón que contiene 0.02 M 
dihidrógeno fosfato de potasio monobásico y 0.01 M 1-hexano sulfónico 
ácido sal sódica anhidra se utiliza como diluyente. Para el método se validó 
la idoneidad del sistema, linealidad, exactitud, precisión, robustez, 
estabilidad de la solución de la muestra. El método se ha utilizado con éxito 
para analizar carbocisteína de formulación farmacéutica”. 
2007: "Determinación de vida útil jarabe carbocisteína por método de Arrhenius”. 
Josélia Larger Manfio. Universidad Federal De Rio Grande De Sul. Facultad de 
farmacia. Programa de posgrado en ciencias farmacéuticas”. Revista Brasileña de 
Ciencias Farmacéuticas. vol.43 no.4 São Paulo Oct. /Dec. 2007. 
“La vida útil del jarabe carbocisteína se determinó con el método de 
Arrhenius, se ha validado el método de ensayo para el jarabe mediante la 
linealidad, precisión, límite de detección, límite de cuantificación, 
selectividad y robustez. La muestra fue expuesta a drásticas condiciones 
tales como 40oC, 50oC, 60oC y 70oC, los resultados fueron analizados con 
la ecuación de Arrhenius y a través del método gráfico, la vida útil del jarabe 
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carbocisteína dura aproximadamente 109.28 días cuando la forma de 
dosificación es almacenada en condiciones prohibidas. La fase móvil 
consistió en acetonitrilo y solución tampón de fosfato monobásico de sodio 
10 mM (1:99) en el flujo de 1,5 mL/min. La detección fue realizada en 240 
nm. La concentración de 2 mg/mL”. 
  
 
 
 
 
CAPÍTULO Il 
MARCO TEÓRICO
Validación de la Técnica Analítica para Cuantificación de Carboximetilcisteína 
solución oral 50 mg/mL por Cromatografía Líquida de Alta Resolución (CLAR).  
 
10 Bra. Katherine Danelia Castillo Morales, Bra. Yeribeth Elisa Rodríguez Martínez 
 
 
2.1. VALIDACIÓN DE MÉTODOS ANALÍTICOS 
Según el RTCA 11.03.39:06 se define validación como el “establecimiento de 
la evidencia documental que un procedimiento analítico conducirá con alto grado 
de seguridad a la obtención de resultados precisos y exactos dentro de las 
especificaciones y atributos de calidad previamente establecidos”. La validación 
implica la demostración de fuentes de variabilidad del error sistemático y aleatorio 
de un procedimiento, no solo dentro de la calibración sino en el análisis de 
muestras reales.  
 
Los métodos analíticos que pueden ser validados se clasifican en: ensayos 
de identificación, ensayos para la determinación del analito de interés de una 
materia prima o de una especialidad farmacéutica, ensayos para la determinación 
de características farmacotécnicas, ensayos de límites de impurezas y de 
cuantificación de impurezas, ensayos para la determinación de analitos en fluidos 
biológicos y en productos naturales y ensayos microbiológicos. 
 
Según el RTCA 11.03.39:06 se deben validar los siguientes procedimientos 
analíticos químicos, físicos: 
 Categoría I: Procedimientos analíticos para la cuantificación de los 
componentes principales de fármacos a granel o ingredientes activos 
(incluyendo conservantes) en productos farmacéuticos terminados.  
 Categoría II: Procedimientos analíticos para la determinación de impurezas 
en fármacos a granel o productos de degradación en productos 
farmacéuticos terminados. Estos procedimientos incluyen análisis 
cuantitativos y pruebas de límite.  
 Categoría III: Procedimientos analíticos para la determinación de las 
características de desempeño (p.ej. disolución, liberación de fármacos, 
etc.).  
Validación de la Técnica Analítica para Cuantificación de Carboximetilcisteína 
solución oral 50 mg/mL por Cromatografía Líquida de Alta Resolución (CLAR).  
 
11 Bra. Katherine Danelia Castillo Morales, Bra. Yeribeth Elisa Rodríguez Martínez 
 
 Categoría IV: Pruebas de identificación. Para cada categoría, se requiere 
diferente información analítica 
 
Los parámetros de calidad cuantitativos utilizados para definir si un método 
es adecuado para resolver un problema analítico determinado, son: 
 
Tabla 2.1.1Parámetros de desempeño de los procedimientos analíticos físico-
químicos  
 
Categoría 
de prueba 
Parámetro  
de desempeño 
Categoría I Categoría II Categoría III Categoría IV 
Principio(s) 
activo(s) 
Prueba de 
límite 
Cuantitativa 
Prueba de 
límite 
Cualitativa 
Físico 
químico 
desempeño 
Identificación 
Exactitud Si Si * * No 
Precisión Si Si No Si No 
Especificidad Si Si Si * Si 
Límite de 
Detección 
No No Si * No 
Límite de 
Cuantificación 
No Si No * No 
Linealidad Si Si No * No 
Intervalo Si Si * * No 
*Puede requerirse dependiendo de la naturaleza del ensayo 
Fuente:(Reglamento Técnico Centroamericano [RTCA] 11.03.39:06). 
 
La validez de un procedimiento analítico puede verificarse sólo mediante 
estudios de laboratorio. Por lo tanto, la documentación de la conclusión exitosa de 
dichos estudios constituye un requisito básico para determinar si un procedimiento 
es adecuado para sus aplicaciones previstas. 
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Los parámetros de calidad para determinar el desempeño del procedimiento 
analítico se evalúan estadísticamente de la siguiente manera:  
Tabla 2.2. Parámetros estadísticos de calidad de los métodos analíticos 
 
Características Parámetro de calidad 
Precisión  
Desviación estándar absoluta, desviación estándar 
relativa, coeficiente de variación y varianza 
Exactitud  
Error absoluto, error relativo, porcentaje de 
recuperación  
Sensibilidad  Pendiente de recta de calibrado  
Selectividad  Coeficiente de selectividad  
Robustez  
Desviación estándar absoluta, desviación estándar 
relativa, coeficiente de variación y varianza 
Fuente:(Gómez Ruiz, S., Quintanilla Pérez, D., Ruiz, I., & Sierra, A., 2009, p. 5-19). 
 
Un método analítico será validado con el objetivo de cumplir con los 
requisitos de normas internacionales: RTCA 11.03.39:06, BPM, Norma ISO 
(Organización Internacional de Normalización) 17025 (Requisitos generales para 
la competencia de laboratorios de ensayo y calibración), Organismos 
Internacionales como FAO (Organización de las Naciones Unidas para la 
Agricultura y la Alimentación), USP y otras Farmacopeas, OMS (Organización 
Mundial de la Salud), ICH (Conferencia Internacional Tripartita sobre Armonización 
(Arriola, L., 2012, p.7) 
 
2.1.1. ADECUACIÓN DEL SISTEMA 
Las pruebas de aptitud del sistema se basan en el concepto de que el equipo, el 
sistema electrónico, las operaciones analíticas y las muestras a analizar 
constituyen un sistema integral que puede evaluarse como tal. Los parámetros de 
prueba de la aptitud del sistema que deben establecerse para un procedimiento 
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específico dependen del tipo de procedimiento que se está evaluando 
(Farmacopea de los Estados Unidos de América [USP 36], 2013, <1225 >, p. 
1093-1097). 
 
El test de idoneidad del sistema debe encontrarse vinculado de forma directa 
a las características del método analítico para el que se estableció, estos ensayos 
demuestran que el sistema se encuentra en perfectas condiciones para realizar el 
análisis y también permiten establecer criterios para modificar las condiciones 
analíticas con el fin de alcanzar la idoneidad. 
 
Los parámetros de evaluación de los ensayos de idoneidad se agrupan en 
tres categorías:  
 Precisión 
 Parámetros cromatográficos: 
 Factor de capacidad (K’) 
 Numero de platos teóricos (N) 
 Factor de asimetría o de cola (B/A) 
 Resolución (R) 
 Límites de detección y cuantificación (AEFI, 2001, p. 68-94) 
 
Como regla general la prueba de idoneidad del sistema contendrá como 
mínimo parámetros pertenecientes a dos categorías. La precisión del test de 
idoneidad se evalúa estadísticamente mediante el cálculo del coeficiente de 
variación inferior al 2% para respuestas analíticas, para cada inyección se 
recomienda calcular: número de platos teóricos y factor de cola. 
 
2.1.2. LINEALIDAD E INTERVALO 
Según RTCA 11.03.39:06 define linealidad de un procedimiento analítico 
como “la capacidad de obtener resultados de prueba que sean proporcionales ya 
sea directamente o por medio de una transformación matemática bien definida, a 
la concentración de analito en muestras en un intervalo dado”. 
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El Intervalo es la amplitud entre la concentración inferior y superior de analito 
(incluyendo esos niveles), en la cual se puede determinar el analito con un nivel 
adecuado de precisión, exactitud y linealidad, utilizando el método según se 
describe (RTCA, 11.03.39:06). La linealidad mide el grado en que la respuesta 
analítica, respecto a la concentración del analito se ajusta a una función lineal 
(Harris D, 2007, p.723-729) 
 
La ICH recomienda que, para establecer la linealidad, se utilicen 
normalmente un mínimo de cinco concentraciones. También recomienda que se 
consideren los intervalos mínimos especificados que se indican a continuación:  
 Valoración de un Fármaco (o de un producto terminado): de 80% a 
120% de la concentración de prueba.  
 Determinación de una Impureza: de 50% a 120% del criterio de 
aceptación.  
 Para Uniformidad del Contenido: un mínimo de 70 % a 130% de la 
concentración de prueba, a no ser que se justifique un intervalo más 
amplio o más apropiado, basándose en la naturaleza de la forma 
farmacéutica.  
 Para Pruebas de Disolución: ± 20 % por encima del intervalo (USP 36, 
2013, <1225>, p. 1093-1097). 
 
La mayoría de los métodos analíticos se basan en una curva de calibración 
en la que una medida “y” se representa en función de la concentración conocida 
de “x” de una serie de patrones (Skoog, D., West, D., Holl, F.,& Crouch, S, 2003, 
p. 37-60) 
La relación de ambas variables se expresa matemáticamente como una recta 
de regresión del tipo y= bx +a, donde “b” es la pendiente, “x” es la concentración 
del analito y “a” la ordenada al origen, obtenida por un método de ajuste. La 
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pendiente “b” se encuentra relacionada con la sensibilidad del método de forma 
que a mayor pendiente mayor será la sensibilidad (AEFI, 2001, p. 68-94). 
2.1.3. EXACTITUD 
Se define exactitud según el RTCA 11.03.39:06 como “la proximidad entre 
los resultados de la prueba obtenidos mediante ese método y el valor verdadero”. 
 
Se recomienda un mínimo de tres niveles de concentración cubriendo el 
intervalo especificado, es decir, tres concentraciones y tres determinaciones 
repetidas de cada concentración. La exactitud se expresa como porcentaje de 
recuperación en la valoración de una cantidad conocida de analito añadido sobre 
la muestra o como la diferencia entre la media obtenida y el valor aceptado como 
verdadero junto a los intervalos de confianza (AEFI, 2001, p. 68-94). 
 
La evaluación de la exactitud puede efectuarse de varias maneras, 
incluyendo la evaluación de la recuperación del analito en todo el intervalo de la 
valoración, o evaluando la linealidad de la relación entre las concentraciones 
estimadas y las reales. El criterio estadístico de preferencia es que el intervalo de 
confianza para la pendiente esté comprendido dentro de un intervalo alrededor de 
1.0; o alternativamente, que el valor de la pendiente sea cercano a 1.0 (USP 36, 
2013, <1225>, p. 1093-1097). 
 
2.1.4. PRECISIÓN 
RTCA 11.03.39:06 define precisión como “el grado de concordancia entre 
una serie de mediciones individuales obtenidas de múltiples muestreos de una 
misma muestra homogénea original o bien a partir de varias muestras obtenidas 
por dilución de la muestra bajo condiciones establecidas”. La precisión mide el 
error aleatorio de un método.  
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La precisión puede estimarse de tres maneras: 
 Repetibilidad del método: grado de concordancia entre los resultados 
obtenidos cuando el método es aplicado a la misma muestra repetidas 
veces por un único analista en un tiempo breve. 
 Precisión intermedia: grado de concordancia delos resultados obtenidos 
cuando el método es aplicado a la misma muestra repetidas veces por dos 
analistas en distintos días. 
 Reproducibilidad: grado de concordancia de los resultados obtenidos 
cuando el método es aplicado a la misma amuestra repetidas veces por 
analistas distintos en laboratorios diferentes y distintos días (Gómez Ruiz, 
S., Quintanilla Pérez, D., Ruiz, I., & Sierra, A., 2009, p. 5-19) 
 
Los documentos de ICH recomiendan que se evalúe la repetibilidad 
utilizando un mínimo de nueve determinaciones que cubran el intervalo 
especificado para el procedimiento (es decir, tres concentraciones y tres 
determinaciones repetidas de cada concentración) o usando un mínimo de seis 
determinaciones al 100% de la concentración de prueba (USP 36, 2013, <1225>, 
p. 1093-1097). 
 
Otra manera de evaluar la precisión es a tres niveles de concentración, por lo 
general 80 %,100 % y 120% de la concentración esperada del analito en la 
muestra, analizando tres porciones representativas de una muestra de cada nivel. 
 
Los criterios de aceptación para el coeficiente de variación de un método 
analítico preciso son:  
CV≤ 2% para métodos cromatográficos y volumétricos. 
CV≤ 3% para métodos químicos o espectrofotométricos  
CV≤5% para métodos biológicos  
No mayor a la magnitud preestablecida acorde a la especificación del analito 
en la muestra (Guía de Validación de Métodos Analíticos, s.f.) 
 
Validación de la Técnica Analítica para Cuantificación de Carboximetilcisteína 
solución oral 50 mg/mL por Cromatografía Líquida de Alta Resolución (CLAR).  
 
17 Bra. Katherine Danelia Castillo Morales, Bra. Yeribeth Elisa Rodríguez Martínez 
 
 
Esquema 2.1.4.1. Tipos de estudios de precisión  
 
Fuente:(AEFI 2001, p. 68-94) 
 
2.1.5. ESPECIFICIDAD 
El RTCA 11.03.39:06 define especificidad como “la Capacidad de evaluar, 
medir e identificar simultánea o separadamente, los analitos de interés de forma 
inequívoca sin interferencias de impurezas, productos de degradación, 
compuestos relacionados, excipientes u otras sustancias previsibles presentes en 
la matriz de la muestra”. 
 
La especificidad se determina como el grado de diferencia que se obtiene al 
comparar los resultados analíticos de muestras contaminadas con impurezas, con 
los resultados de la muestra sin contaminar. La interferencia se determina como la 
diferencia obtenida de los resultados de los grupos de las muestras, la 
especificidad implica realizar ensayos de identificación, pruebas de pureza y 
valoraciones. 
 
Los documentos de ICH afirman que cuando se utilizan los procedimientos 
cromatográficos, deberán presentarse cromatogramas representativos para 
demostrar el grado de selectividad (se debe manejar una escala reducida, que 
permita observar bien las impurezas o productos de degradación) y los picos 
Precisión  
Repetibilidad  
Repetibilidad 
instrumental  
Repetibilidad del 
método  
Precisión 
intermedia  Reproducibilidad  
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deberán identificarse adecuadamente, aquellas impurezas desconocidas deberán 
ser identificadas con el tiempo de retención relativo, tomando como referencia el 
activo, la resolución o la relación altura / valle, cromatográficos entre los picos 
próximos al pico de interés debe ser mayor de 1.0. 
 
Tabla 2.1.5.1. Criterios de aceptación recomendables para especificidad 
 
Parámetro    Criterio de aceptación propuesto 
Capacidad de discrimacion del procedimiento                                      Suficiente  
Desviación frente a la determinaciones sin interferncias                      < 2% (< 4%) 
Resolución cromatográfica entre picos cercanos                                  > 1.5 (> 2) 
Factor de cola cromatográfico                                                              < 2 
No de platos teóricos cromatográficos                                                  > 2000 
Identidad del pico Pureza de pico, ausencia de coelución 
Nota: Los valores indicados entre paréntesis hacen referencia a los criterios 
máximos aceptables en determinados casos. 
Fuente:(AEFI 2001, p. 68-94) 
 
2.1.6. LÍMITE DE DETECCIÓN (LOD) 
El Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 11.03.39:06 define al límite 
de detección como mínima cantidad de analito en una muestra que puede ser 
detectada por una única medición, pero no necesariamente cuantificada con un 
valor exacto. Es comúnmente expresado como concentración del analito.  
 
El límite de detección es una característica de las pruebas de límite se 
expresa habitualmente como concentración de analito en la muestra, una manera 
de detectar el LOD, para un nivel de confianza del 95 % se basa en detectar la 
mínima señal analítica distinguible como la señal del blanco analítico, procedente 
de al menos 20 medidas, más un múltiplo de 3 de la deviación estándar del 
blanco. 
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Los documentos de ICH describen un enfoque usual, que consiste en 
comparar las señales medidas a partir de muestras con bajas concentraciones 
conocidas de analito con las de muestras blancos. Se establece la concentración 
mínima a la que puede detectarse confiablemente un analito. Las relaciones señal-
ruido habitualmente aceptables son de 2:1 o 3:1. (USP 36, 2013, <1225>, p. 1093-
1097). 
 
2.1.7. LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN (LOQ) 
El Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 11.03.39:06 define al límite 
de cuantificación como “mínima cantidad del analito en una muestra que puede 
ser cuantitativamente determinada con precisión y exactitud aceptable. Es un 
parámetro del análisis cuantitativo para niveles bajos de compuestos en matrices 
de muestra y se usa particularmente para la determinación de, impurezas y 
productos de degradación”. 
 
El LOQ es un término cuantitativo puede considerarse como el límite inferior 
del intervalo lineal o rango, su cálculo se puede realizar a partir de la señal mínima 
cuantificable que es la señal medida del blanco analítico procedente de al menos 
20 medidas, más un múltiplo de 10 de la desviación estándar del blanco. 
2.1.8. ROBUSTEZ 
La USP 36 define la robustez de un método analítico como la medida de su 
capacidad para permanecer inalterado ante pequeñas pero deliberadas 
variaciones en ciertos parámetros indicados en la documentación y provee una 
indicación de su actitud durante condiciones normales de uso. La robustez puede 
determinarse durante la etapa de desarrollo del procedimiento analítico. El estudio 
de la robustez se realiza para evaluar la variabilidad de los resultados obtenidos, 
expresada como desviación estándar absoluta, desviación estándar relativa o 
coeficiente de variación de los mismos. 
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Para evaluar la robustez del método hay que identificar cuáles son los 
factores experimentales críticos en dicho método mediante el cual es posible 
conocer cuál de los factores bajo estudio ejercen una influencia más significativa 
(Soledad, B.,2009, p. 14). 
 
2.1.9. DOCUMENTACIÓN DE VALIDACIÓN 
El Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 11.03.39:06 define 
Validación como el establecimiento de la evidencia documental que un 
procedimiento analítico conducirá con un alto grado de seguridad a la obtención 
de resultados precisos y exactos dentro de las especificaciones y atributos de 
calidad previamente establecidos. 
 
Esquema 2.1.9.1. Documentación de validación  
 
Fuente: (AEFI, 2001, p. 68-94). 
 
Una vez realizado el proceso de validación es importante su documentación 
para que el método sea implementado de manera clara y sin equivocaciones. Los 
métodos documentados son parte importante de los sistemas de gestión de 
calidad y deben estar sujetos a los requisitos establecidos para el control de la 
documentación del Sistema de Gestión de Calidad del laboratorio. 
 
Protocolo de Validación  
Realización de Validación 
Evaluación de los Resultados Analiticos 
Informe de Validación 
Certificado de Validacion  
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2.2. CARBOXIMETILCISTEÍNA 
La carboximetilcisteína es un mucolítico. Actúa disminuyendo la viscosidad 
de la secreción mucosa. 
 
2.2.1. PROPIEDADES FÍSICO QUÍMICA DE CARBOXIMETILCISTEÍNA  
 
Tabla 2.2.1.1. Propiedades físico químicas carboximetilcisteína 
 
Nombre propio  Carboximetilcisteína  
Sinónimos  Carbocisteína, S-(Carboximetil)-1-Cisteína 
Nombre sistemático 
IUPAC 
(2R)-2-amino-3-[(carboximetil)sulfanil]ácido 
propanóico  
Formula molecular C5H9NO4S 
Formula estructural 
 
Peso molecular 179.2 g/mol  
Descripción  Polvo blanco, cristalino 
Solubilidad 
Insoluble en agua y en alcohol. Se disuelve en 
ácidos minerales diluidos y en soluciones diluidas 
de hidróxidos alcalinos 
LogP -3.2, -3.3 
pKa -0.92 (ácido fuerte), 1.84 (base fuerte) 
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2.2.2. PROPIEDADESFARMACOLÓGICAS 
 
Tabla 2.2.2.1. Farmacología de carboximetilcisteína 50 mg/mL solución oral 
 
 
Mecanismo de acción  
Acción específica sobre células mucosecretoras. Activa 
la sialiltransferasa favoreciendo la síntesis de 
sialomucina; restablece la funcionalidad del epitelio 
bronquial y el perfil secretor normal. La capacidad de 
inducir la fluidez del moco, mediante la desorganización 
de la red de fibrillas de mucina. La reducción de la 
viscosidad facilita la expectoración 
Indicación  
Coadyuvante de enfermedades respiratoria que cursa 
con secreción mucosa excesiva o espesa. Proceso 
catarral y gripal, sinusitis, rinofaringitis subaguda y 
crónica, y otitis media. EPOC (Enfermedad pulmonar 
obstructiva crónica), bronquitis aguda, subaguda y 
crónica, bronquitis asmática, bronquitis del fumador, 
enfisema, atelectasias, bronquiectasias, regeneración 
posneumónica, neumoconiosis y fibrosis quística. 
Posología  
Oral. Niños 2-5 años: 100-125 mg/6-12 h. 
 Niños 6-12 años: 200-250 mg/8 h. 
 Adultos y niños > 12 años: 500 mg/12 h- 750 mg/8 h 
Administración  Vía oral  
Efectos adversos Nauseas, diarrea, gastralgia 
Contraindicaciones  
Hipersensibilidad a productos relacionados con cisteína; 
asma; insuficiencia respiratoria grave; úlcera 
gastroduodenal; niños < 2 años. 
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2.2.3. FARMACOCINÉTICA Y FARMACODINAMIA DE 
CARBOXIMETILCISTEÍNA 
La carboximetilcisteína actúa como agente mucoregulador que normaliza la 
viscosidad de las secreciones facilitando su expectoración, disminuyendo la 
producción de fucomucinas y aumentando la de las sialomucinas, que son más 
ácidas. Estas proteínas, a su vez, podrían mejorar la depuración mucociliar.La mayor 
parte del fármaco es eliminada en forma intacta por excreción urinaria. 
 
Es absorbida rápidamente y sus máximas concentraciones séricas se 
alcanzan en 2 horas aproximadamente. Después de la administración de 1.5 g los 
niveles máximos son de 13 a 16 mg/mL. La vida media plasmática es de 1.5 a 2 
horas y el volumen aparente de distribución es de 60 litros. La carbocisteína 
penetra en el tejido pulmonar y se acumula en el mucus respiratorio. 
 
2.3. CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN (CLAR) 
La cromatografía líquida de alta resolución es una técnica de separación que 
consta de una fase estacionaria sólida y una fase móvil liquida, que generalmente 
es una combinación de disolventes. En la fase estacionaria las separaciones se 
logran por procesos de partición, adsorción o intercambio iónico, según el tipo de 
fase estacionaria empleada, comúnmente se usan sílice modificada o las 
microperlas de polímero (Farmacopea de los Estados Unidos de América [USP 
36], 2013, <621>, p. 292-295). 
 
La fase estacionaria para cromatografía consiste en una matriz porosa e 
insoluble a la que se le han unido químicamente compuestos hidrófobicos, la sílice 
presenta la ventaja que resiste grandes presiones sin contraerse y no se expande 
en contacto con los solventes, una de sus desventajas es que suele presentar 
inestabilidad a pH menor de 3. 
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Las columnas cromatográficas pueden estar fabricadas de acero inoxidables, 
acero inoxidable con recubrimiento interno y poliméricas, o rellenas con una fase 
estacionaria. La longitud y el diámetro de la columna afectan la separación de los 
componentes. (USP 36, 2013, <621>, p. 292-295).Durante la cromatografía es 
necesario definir el gradiente de elución a manera que cambie el componente del 
disolvente continuamente.  
 
Los equipos cromatográficos están constituidos por: recipientes que contiene 
la fase móvil, una bomba que fuerza el paso de la fase móvil, inyector de la 
muestra, una columna cromatográfica, un dispositivo recolector de datos y un 
detector. 
 
Figura 2.3.1.Componentesprincipales de un CLAR 
 
Fuentes: martes 29 de diciembre del 2015. Extraído 
desde:http://tesis.uson.mx/digital/tesis/docs/19630/Capitulo2.pdf  
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2.3.1 DEFINICIONES CROMATOGRÁFICAS 
 
Tabla 2.3.1.1. Terminología y ecuaciones cromatográficas  
Terminología Concepto Ecuación 
Volumen de residencia ( ) 
 
Es el volumen entre el punto en el que se 
encuentran los eluyentes y la entrada de la 
columna 
 
Tiempo muerto (  ) 
El tiempo muerto es el tiempo requerido para la 
elución de un componente no retenido  
 
Volumen muerto(  ) 
El volumen muerto es el volumen de fase móvil 
requerido para eluir un componente no retenido 
           
(Ecuación 1) 
 : velocidad de flujo 
  : tiempo muerto  
Tiempo de retención (  ) 
Se define como el tiempo transcurrido entre la 
inyección de la muestra y la aparición de la 
respuesta máxima 
 
Número de Platos Teóricos 
( ) 
Es una medida de eficiencia de la columna. 
            
  
(Ecuación 2) 
  : tiempo de retención 
 : ancho del pico en su base 
 
Pico 
El pico es la porción del cromatograma que 
registra la respuesta del detector cuando un 
componente individual eluye de la columna. 
 
 
 
Fuente: USP 36, 2013, <621>. Cromatografía. Definiciones e interpretación de cromatogramas. 292-295 
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Terminología Concepto Ecuación 
Relación Pico/Valle        
Se pueden emplear como un criterio de aptitud del 
sistema en una prueba de sustancias relacionadas 
cuando no se logra la separación entre dos picos 
en la línea base 
            
(Ecuación 3) 
  :altura del pico menor por encima 
de la línea base extrapolada 
  : altura en el punto más bajo de la 
curva que  
separa los picos menor y mayor por 
encima de la línea base extrapolada 
Retardo Relativo (Rret) 
Es el cociente de la distancia recorrida por el 
analito y la distancia recorrida simultáneamente 
por un compuesto de referencia. Se usa en un 
cromatograma planar  
         
(Ecuación 4) 
 : muestra 
 : referencia 
 
 
Tiempo de Retención 
Relativo (   ) 
También conocido con tiempo relativo no ajustado: 
Es la razón entre los tiempos de retención 
corregidos del componente considerado,tR2, y de 
otro,tR1 , que se toma como patrón de referencia 
 
              
(Ecuación 5) 
Factor de Retardo (  ) 
Cociente entre la distancia recorrida por el centro 
de la mancha y la distancia recorrida 
simultáneamente por la fase móvil y se usa en 
cromatografía planar. 
 
 
       
(Ecuación 6) 
Fuente: USP 36, 2013, <621>. Cromatografía. Definiciones e interpretación de cromatogramas. 292-295 
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Terminología Concepto Ecuación 
Factor de Retención ( ) 
También se le conoce como el factor de 
capacidad: es una medida del tiempo de retención, 
en unidades del tiempo, que es el tiempo que 
precisa la fase móvil o un soluto no retenido para 
atravesar la columna 
 
                 
(Ecuación 7) 
 
Volumen de Retención (  ) 
 
Es el volumen de fase móvil requerido para la 
elución de un componente 
           
(Ecuación 8) 
Resolución ( s) 
La resolución es la separación de dos 
componentes en una mezcla 
                       
(Ecuación 9) 
    y    : tiempos de retención de los 
dos componentes 
  y  : 
Anchos correspondientes en las 
bases de los picos 
Factor de Separación   ) 
Es la retención relativa calculada para dos picos 
adyacentes 
          
(Ecuación 10) 
Factor de Simetría       También conocido como factor de asimetría 
             
(Ecuación 11) 
     : ancho del pico al 5% de la 
altura  
   Es la distancia del máximo del pico 
hasta el borde inicial del pico. 
Fuente: USP 36, 2013, <621>. Cromatografía. Definiciones e interpretación de cromatogramas. 292-295 
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2.4 LABORATORIOS SOLKA S.A 
Laboratorios SOLKA está ubicado en el km 16 ½ carretera Masaya-
Managua, fue fundado por el Dr. Porfirio Solórzano Bermúdez, el 20 de Noviembre 
de 1931,el nombre de SOLKA es una combinación de los apellidos Solórzano 
Cabrera, registrada en Escritura Pública de la ciudad de Managua, Nicaragua. La 
calidad de sus preparaciones queda comprobada con la producción de líneas de 
sueros para Laboratorios ABBOT. SOLKA logró un crecimiento asombroso a partir 
de 1972, que permitió extender sus exportaciones a Centroamérica. 
 
Este laboratorio fabrica un total de 84 fármacos para subsanar las 
necesidades de los consumidores, entre los cuales están: líquidos orales de 
llenado estéril, así como antibióticos y comprimidos de cualquier naturaleza, 
incluso de preparación en ambiente de humedad controlada. Es uno de los 
principales distribuidores de productos farmacéuticos a farmacias privadas y 
estatales a nivel nacional. 
  
 
 
 
CAPÍTULO III 
HIPÓTESIS
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3 HIPÓTESIS 
 
Si se aplica el método analítico por cromatografía líquida de alta resolución 
(CLAR) para la cuantificación de carboximetilcisteína solución oral de 50 mg/mL, 
será esta una metodología adecuada para cuantificar el producto terminado 
sometido a análisis, cumplirá con los parámetros de validación establecidos y 
proporcionará datos precisos, reproducibles y confiables. 
  
 
 
 
CAPÍTULO IV 
DISEÑO METODOLÓGICO
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4.1 DESCRIPCIÓN DEL ÁMBITO DE ESTUDIO 
El estudio es realizado en Laboratorios SOLKA S.A ubicado en el km 16 ½ 
carretera Masaya-Managua, posee 5 hectáreas (123 acres) de terreno con una 
construcción de 11.240.00 mt2, cuenta con 9 áreas que a continuación se 
mencionan:  
 Gerencia General  
 Gerencia de Operaciones 
 Departamento de Formulación  
 Planificación y Control de Producción  
 Departamento de Producción: Comprimidos, Semi Sólidos, Líquidos y 
Productos de Venta Libre 
 Almacenes de: Materia prima, Envase, Empaque y Productos Terminados. 
 Departamento de Mantenimiento  
 Seguridad e Higiene Industrial  
 Intendencia de Planta 
  
4.2 TIPO DE ESTUDIO 
El estudio es descriptivo cuantitativo ya que mediante los resultados obtenidos 
de la valoración analítica de carboximetilcisteína se realizará el análisis estadístico 
para la validación del método, también se cataloga como estudio experimental de 
corte transversal; experimental porque el análisis se realiza de forma práctica y de 
corte transversal ya que el procedimiento se realiza en un determinado tiempo en 
Laboratorios SOLKA S.A. 
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4.3 POBLACIÓN Y MUESTRA 
4.3.1 POBLACIÓN 
La población en estudio está definida por Laboratorios SOLKA S.A, el cual 
proporciona los frascos de solución oral de carboximetilcisteína de 50 mg/mL para 
realizar el estudio por CLAR. Partiendo de una población de 3 frascos goteros de 
prueba piloto del mismo lote de carboximetilcisteína de 50 mg/mL, donde N es el 
tamaño de la población o universo, el valor de N = 3. 
 
4.3.2 MUESTRA 
Aplicando la fórmula estadística (ecuación 12) en el anexo IV para 
determinar la muestra de poblaciones finitas se define que la muestra a evaluar 
para n = 3, siendo n: número de muestras. La muestra será igual a la población. 
 
4.3.2.1 CRITERIOS DE INCLUSIÓN  
Frasco de solución oral de carboximetilcisteína de 50 mg/mL. 
 
4.3.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSIÓN  
Frasco de solución oral de carboximetilcisteína de concentración distinta a 
la establecida para el estudio. 
 
4.4 VARIABLES Y OPERACIONALIZACIÓN 
4.4.1 VARIABLES INDEPENDIENTES 
Concentración  
 
4.4.2 VARIABLES DEPENDIENTES 
Linealidad 
Precisión  
Exactitud 
Límite de detección  
Límite de cuantificación  
Robustez  
Especificidad 
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4.4.3 OPERACIONALIZACIÓN DE LAS VARIABLES 
 
Variable Definición operacional Indicadores 
Escala de 
medición 
Tipo de 
variable  
In
d
e
p
e
n
d
ie
n
te
 
Concentración  
Se define como el número de pesos 
moleculares - gramo, o moles de 
especie disuelta en un litro de 
solución (RTCA 11.03.39:06). 
Especificación para productos 
terminado. 
98.5 – 101.0 % Intervalo 
D
e
p
e
n
d
ie
n
te
 
Linealidad 
Capacidad para obtener resultados 
de prueba que sean proporcionales 
ya sea directamente o por medio de 
una transformación matemática bien 
definida, a concentración de analito 
en muestras en un intervalo dado 
(RTCA 11.03.39:06). 
Coeficiente de determinación 
Coeficiente de correlación  
test de linealidad  
Test de proporcionalidad  
Test de Cochran 
Coeficiente de variación 
r2 ≥ 0.98 
r ≥ 0.999 
texp > ttab 
texp < ttab 
Gexp <Gtab 
CV ≤ 2 % 
 
Intervalo 
Precisión  
Es la proximidad entre los resultados 
de la prueba obtenidos mediante 
ese método y el valor verdadero. 
(RTCA 11.03.39:06). 
Desviación estándar 
Coeficiente de variación (CV) 
Límite de confianza del 95 % 
CV ≤ 2% Intervalo 
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Variable Definición operacional Indicadores 
Escala de 
medición 
Tipo de 
variable  
D
e
p
e
n
d
ie
n
te
 
Exactitud 
Expresa el grado de concordancia 
entre una serie de mediciones 
individuales obtenidas de múltiples 
muestreos de una misma muestra 
homogénea original o bien a partir 
de varias muestras obtenidas por 
dilución de la muestra bajo 
condiciones establecidas (RTCA 
11.03.39:06). 
Porcentaje de recuperación 
Coeficiente de variación  
98.5 – 101.0 % 
CV ≤ 2 % 
Intervalo 
Límite de 
detección 
(LOD) 
Mínima cantidad de analito en una 
muestra que puede ser detectada 
por una única medición, pero no 
necesariamente cuantificada con un 
valor exacto. (RTCA 11.03.39:06). 
 
Pendiente de la recta de 
calibrado y desviación estándar 
de la respuesta 
LOD < LOQ Intervalo 
 
Límite de 
cuantificación 
(LOQ) 
Mínima cantidad del analito en una 
muestra que puede ser 
cuantitativamente determinada con 
precisión y exactitud aceptable. 
(RTCA 11.03.39:06). 
 
Pendiente de la recta de 
calibrado y desviación estándar 
de la respuesta 
 
LOQ > LOD 
Intervalo 
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Variable Definición operacional Indicadores 
Escala de 
medición 
Tipo de 
variable  
Robustez 
Medida de la capacidad de un 
método analítico para permanecer 
inalterado ante pequeñas pero 
deliberadas variaciones en ciertos 
parámetros. (RTCA 11.03.39:06). 
Factor de capacidad(k´), 
Número de platos teóricos(N),  
Factor de cola (T)  
Resolución (R) 
k´ > 1 
N > 2000 
 
T < 2 
R > 1.5 
Intervalo 
D
e
p
e
n
d
ie
n
te
 
Especificidad 
Capacidad de evaluar e identificar 
simultánea o separadamente, los 
analitos de interés de forma 
inequívoca sin interferencias de 
excipientes presentes en la matriz 
de la muestra. (RTCA 11.03.39:06). 
Factor de cola cromatográfica 
No de platos teóricos 
< 2 
 2000 
Intervalo 
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4.5 MATERIAL Y MÉTODO 
4.5.1 MATERIALES PARA RECOLECTAR INFORMACIÓN 
El método para recolectar información es a través de consultas en el 
“Reglamento Técnico Centroamericano, RTCA 11.03.39:06. Productos 
Farmacéuticos. Validación de Métodos Analíticos para la Evaluación de la Calidad 
de los Medicamentos”, Farmacopea de los Estados Unidos (USP), Farmacopea 
Europea y Farmacopea Británica, Asociación Española de Farmacéutico de la 
Industria (AEFI 2001) y sitios Web. 
 
4.5.2 MATERIALES PARA PROCESAR LA INFORMACIÓN 
Los materiales para procesar la información son programas estadísticos: 
Microsoft Excel 2010, utilizando la herramienta de análisis de datos del programa 
(Regresión, t Student, Fisher, Análisis de varianza y Correlación), se diseñarán las 
hojas de cálculo con las fórmulas correspondientes para verificar estadísticamente 
los datos específicos para tal fin, presentando la información obtenida a través de 
cuadros y gráficos en Microsoft Word 2010. 
 
4.5.3 MÉTODO DE ANÁLISIS 
El método de análisis utilizado es una adaptación del artículo “Determinación de 
vida útil jarabe carbocisteína por método de Arrhenius". Josélia Larger Manfio. 
Universidad Federal Do Rio Grande Do Sul. Facultad de Farmacia. Programa de 
posgrado en ciencias farmacéuticas”. Dichas adaptaciones en las condiciones 
cromatográficas son realizadas en base a los reactivos disponibles en 
Laboratorios SOLKA S.A. Las modificaciones fueron: cambios de la proporción de 
la fase móvil y el solvente orgánico dihidrógeno fósfato monobásico de sodio 0.02 
M y metanol (95:5) y cambio en la longitud de onda estableciéndose lecturas a 210 
nm. 
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4.5.3.1 MÉTODO ANALÍTICO POR CROMATOGRAFÍA LIQUIDA DE ALTA 
RESOLUCIÓN (CLAR) 
4.5.3.1.1 CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS 
 
Tabla 4.5.3.1.1.1. Condiciones del equipo CLAR  
 
Equipo Cromatografo Líquido de Alta Resolución (CLAR) 
Marca 
YL9100CLARITY System Modelo High 
Performance Liquid Chromatograph 
Columna C18 150 mm × 4 mm 
Fase móvil 
Dihidrógeno fósfato monobásico de sodio 0.02 M 
y metanol (95:5) 
Velocidad de flujo 0.5 mL/min 
Presión 180 ± 10 Bar 
Sistema Cuaternaria 
Volumen de inyección 5 µL 
Jeringa Nipro de 100 µL 
Temperatura del termostato 25 ºC 
Sistema de detección UV 
Longitud de onda 210 nm 
Tiempo de retención 2.59 Minutos  
Tiempo de recorrido 12 Minutos 
Concentración al 100% 499.5 µg/mL 
Modo de inyección Manual  
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Figura 4.5.3.1.1.2. Cromatografo Líquido de Alta Resolución (CLAR) 
YL9100CLARITY  
 
Fuente: extraído 13 de julio del 2016, 
desde:http://old.younglin.com/eng/images/product/YL9100%20system2_small.jpg 
 
4.6 PREPARACIÓN DE SOLUCIONES 
4.6.1 SOLUCIONES REACTIVOS 
4.6.1.1 DIHIDRÓGENO FÓSFATO MONOBÁSICO DE SODIO 0.02 M 
(NAH2PO4.H2O) 
Se pesó 2.7588 g de NaH2PO4.H2O y se transfirió a un matraz volumétrico de 
500 mL limpio y seco, posteriormente se adiciono 250 mL de H2O destilada y agito 
manualmente por 2 minutos, luego se agregaron los otros 250 mL de H2O hasta 
aforo, seguido de filtración al vacío. (Anexo V) 
 
4.6.2 FASE MÓVIL 
La fase móvil para el sistema CLAR estaba compuesta por solución 
amortiguadora de dihidrógeno fósfato monobásico de sodio 0.02 M y metanol 
grado CLAR, cada solución fue filtrada al vacío y fueron desgasificadas por el 
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equipo para evitar inconvenientes durante el procedimiento analítico. La mezcla de 
solución tampón fue 100 % dihidrógeno fósfato monobásico de sodio 0.02 M.  
 
El sistema de fase móvil era cuaternario, pero solo se hace uso de dos 
reservorios A y B, ya que el método propuesto utiliza una mezcla binaria 
asignando las siguientes proporciones a cada una:  
A: Dihidrógeno fósfato monobásico de sodio 0.02 M 95 %  
B: Metanol 5 % 
C: 0 % 
D: 0 % 
 
4.6.3 PREPARACIÓN DEL ESTÁNDAR DE CARBOXIMETILCISTEÍNA 
499.5 µg/mL (100%) 
Se pesó 50.556 mg de carboximetilcisteína equivalente a 50 mg de 
carboximetilcisteína, se transfirió a un matraz de 100 mL y se agregó 
NaH2PO4.H2O 0.02 M, aplicando agitación mecánica y simultáneamente sometido 
a baño María a temperatura de 40 oC, hasta la disolución completa del principio 
activo; posteriormente se aforo, obteniéndose una concentración final de 499.5 
µg/mL. 
 
4.6.3.1 PREPARACIÓN DEL ESTÁNDAR DE 
CARBOXIMETILCISTEÍNA PARA CURVA DE CALIBRADO 
Para preparar la solución estándar se utilizó estándar de trabajo, con un 
porcentaje de pureza de 98.9 % según el certificado de análisis del proveedor y el 
certificado de análisis proporcionado por el área de control de calidad del 
Laboratorios SOLKA S.A., dichos certificados mencionados anteriormente se 
aprecian en el anexo XIII y XIV. 
 
Se pesó con exactitud en una balanza analítica 75.834 mg de 
carboximetilcisteína y teniendo en consideración la pureza del estándar de trabajo 
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98.9 % se obtiene un peso real de 75 mg de carboximetilcisteína, los cuales se 
transfirieron inmediatamente a un matraz de 100 mL, y se disolvieron en 
NaH2PO4.H2O 0.02 M, con agitación mecánica y simultáneamente fue sometido a 
baño María a temperatura de 40 oC, hasta la disolución completa del principio 
activo posteriormente se afora, obteniéndose una concentración de 750 µg/mL. 
(Anexo V) 
 
Se preparó a partir de la solución madre, 5 concentraciones distintas para la 
curva de calibrado a las siguientes concentraciones: 399.6 µg/mL, 450.0 µg/mL, 
499.5 µg/mL, 549.6 µg/mL y 600.0 µg/mL (80 %, 90 %, 100 %, 110 %, 120 %) 
todas con NaH2PO4.H2O 0.02 M en matraces de 25 mL, con agitación manual por 
3 minutos para homogenizar la solución. (Anexo V).Posteriormente se filtraron las 
muestras con dispositivos para jeringa de 0.45 µm (Anexo XII), para su lectura. 
 
Diagrama 4.6.3.1.1. Preparación de la curva de calibrado del estándar de 
Carboximetilcisteína  
                                                13.33 mL/25 mL*1000 = 399.6 µg/mL  
   75.000 mg/100 mL              15 mL/25 mL*1000 = 450.0 µg/mL 
                               16.65 mL/25 mL*1000 = 499.5 µg/mL  
750 µg/mL Sol. madre 
                                               18.32 mL/ 25 mL*1000 = 549.6 µg/mL 
   
                                              20 mL/ 25 mL*1000= 600.0 µg/mL 
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4.6.4 PREPARACIÓN DE LA MUESTRA DE CARBOXIMETILCISTEÍNA 50 
mg/mL 
Se tomó 1.011 mL de la solución oral de carboximetilcisteína equivalente a 
50 mg de carboximetilcisteína y se transfirió a un matraz de 100 mL, se disolvió 
con NaH2PO4.H2O 0.02 M, homogenización de la solución con agitación manual 
durante 2 minutos, concentración final de 499.5 µg/mL.(Anexo V) 
 
4.6.4.1 PREPARACIÓN DE LA MUESTRA DE 
CARBOXIMETILCISTEÍNA 50 mg/mL PARA CURVA DE 
CALIBRADO  
Para preparar la solución muestra madre se tomó 1.516 mL de la solución 
oral de carboximetilcisteína 50 mg/mL y se transfirió a un matraz de 100 mL, 
disolviéndose en NaH2PO4.H2O 0.02 M, teniendo una concentración final de 
750 µg/mL. (Anexo V) 
 
De la solución madre preparada anteriormente se tomaron las siguientes 
alícuotas para cada una de las concentraciones de la curva de calibrado:399.6 
µg/mL, 450.0 µg/mL, 499.5 µg/mL, 549.6 µg/mL y 600.0 µg/mL (80%, 90%, 
100%, 110% y 120%); se filtraron las muestras con dispositivos para jeringa 
(Anexo XII) de 0.45 µm, para su lectura, cada una se analizó por triplicado. 
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Diagrama 4.6.4.1.1. Preparación de la curva de calibrado de la muestra de 
carboximetilcisteína  
                                                13.33 mL/25 mL*1000 = 399.6 µg/mL  
   1.516 mL /100 mL                       15 mL/25 mL*1000 = 450.0 µg/mL 
                                        16.65 mL/25 mL*1000 = 499.5 µg/mL  
Sol. Madre 750 µg/mL             
                                                      18. 32 mL/ 25 mL*1000 = 549.6 µg/mL 
 
                                                       20 mL/ 25 mL*1000= 600.0 µg/mL 
 
4.6.5 PREPARACIÓN DEL PLACEBO 
Se prepararon 200 mL del placebo de carboximetilcisteína, del cual se tomó 
una alícuota de 1.011 mL, se transfirió a un matraz de 100 mL, yse aforó con 
NaH2PO4.H2O 0.02 M se agito manualmente por 2 minutos, obteniéndose una 
concentración final igual al producto terminado, posteriormente se filtra con 
dispositivos para jeringa de 0.45 µm. 
 
Nota: la preparación del placebo no se describe por normas internas del 
laboratorio. 
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4.6.5.1 SOLUCIÓN PLACEBO CARGADO AL 80% 
Se pesó 40.44 mg de estándar de carboximetilcisteína equivalente a 40 mg 
de carboximetilcisteína y se tomó con una pipeta volumétrica 0.810 mL del 
placebo, transfiriéndose a un matraz de 100 mL, se agregó NaH2PO4.H2O 0.02 M, 
se agito mecánicamente y simultáneamente fue sometido a baño María a 
temperatura de 40 oC, hasta disolución completa del principio activo, se aforo y se 
obtuvo una concentración final de 399.6 µg/mL. (Anexo V) 
 
4.6.5.2 SOLUCIÓN PLACEBO CARGADO AL 100% 
Se pesó 50.556 mg de estándar de carboximetilcisteína equivalente a 50 mg 
de carboximetilcisteína y se tomó con una pipeta volumétrica 1.011 mL del 
placebo, transfiriéndose a un matraz de 100 mL, se agregó NaH2PO4.H2O 0.02 M, 
se agito mecánicamente y simultáneamente fue sometido a baño María a 
temperatura de 40 oC, hasta disolución completa del principio activo, se aforo, y se 
obtuvo una concentración final de 499. 5 µg/mL. (Anexo V) 
 
4.6.5.3 SOLUCIÓN PLACEBO CARGADO AL 120% 
Se pesó 60.67 mg de estándar de carboximetilcisteína equivalente a 60 mg 
de carboximetilcisteína y se tomó con una pipeta volumétrica 1.213 mL del 
placebo, transfiriéndose a un matraz aforado de 100 mL, se agrega NaH2PO4.H2O 
0.02 M se agita mecánicamente y simultáneamente sometido a baño María a 
temperatura de 40 oC, hasta disolución completa del principio activo, se aforo y se 
obtuvo una concentración final de 600.0 µg/mL. (Anexo V) 
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4.6.6 PARÁMETROS DE VALIDACIÓN DE LA TÉCNICA ANALÍTICA PARA 
LA CUANTIFICACIÓN DE PRINCIPIO ACTIVO 
CARBOXIMETILCISTEÍNA 
4.6.6.1 PARÁMETROS ESTADÍSTICOS PARA IDONEIDAD DEL 
SISTEMA 
Se evalúa la idoneidad del método analítico observando que el sistema de 
medición funciona apropiadamente, y que es capaz de identificar al analito de 
forma inequívoca sin la interferencia de otro compuesto que esté presente en la 
muestra también permite verificar que el sistema de medición funciona 
correctamente independientemente de las condiciones ambientales. 
 
Para evaluar estadísticamente la idoneidad del sistema se prepara una 
solución estándar al 100 %, y se inyectan manualmente 5 µL, realizando 10 
lecturas de manera independiente y se evalúan los siguientes parámetros (tabla 
4.6.6.1.1): 
 
Tabla 4.6.6.1.1. Parámetros estadísticos para adecuación del sistema 
 
Parámetro estadístico Criterio de aceptación 
Coeficiente de variación CV ≤ 2 % 
Factor de cola < 2 
Número de platos teóricos > 2000 
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4.6.6.2 PARÁMETROS ESTADÍSTICOS PARA LINEALIDAD DEL 
SISTEMA  
Se preparan 5 soluciones a distintas concentraciones 399.6 µg/mL (80 %), 
450.0 µg/mL (90 %) 499.5 µg/mL (100 %), 549.6 µg/mL (110 %) y 600.0 µg/mL 
(120 %) a partir de la solución madre de 750 µg/mL analizando por triplicado cada 
una de ellas para evaluar los siguientes parámetros estadísticos: 
Tabla 4.6.6.2.1. Parámetros estadísticos para linealidad del sistema 
Parámetros estadísticos Criterios de aceptación 
Coeficiente de variación de los factores de 
respuesta 
CV ≤ 2 % 
Coeficiente de correlación (r) r ≥ 0.9990 
Coeficiente de determinación (r2) r2 ≥ 0.9980 
Intervalo de confianza para el intercepto El intervalo debe incluir al 1 
Test de Student (t) para evaluar la significación 
estadística de la desviación estádr del 
intercepto (test de proporcionalidad) 
tintercepto < ttabulado 
Intervalo de confianza para la pendiente El intervalo no debe incluir el cero 
Test de Student (t) para evaluar la significación 
estadística del estándar de la pendiente (test 
de linealidad) 
tintercepto > ttabulado 
 
Test de Cochran Gexp < Gtab 
Gráfico de residuales 
La distribución de los puntos no 
debe reflejar ninguna tendencia y 
sus puntos deben ser aleatorios. 
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4.6.6.3 PARÁMETROS ESTADÍSTICOS PARA PRECISIÓN DEL 
SISTEMA  
La precisión se evalúa mediante la repetibilidad, para esta se prepara una 
solución estándar al 100 % y se realizan 10 lecturas de la solución estándar de 
manera independiente. 
Tabla 4.6.6.3.1. Parámetro estadístico para repetibilidad del sistema 
Parámetro estadístico Criterio de aceptación 
Coeficiente de variación CV ≤ 2 % 
 
 
Posteriormente se determina el límite de detección y cuantificación 
matemáticamente según la ecuación 33 y 34. 
 
4.6.6.4 PARÁMETROS ESTADÍSTICOS PARA ESPECIFICIDAD DEL 
SISTEMA 
Para evaluar la especificidad del sistema se preparan 3 soluciones distintas 
que corresponde a la solución muestra, solución estándar y solución placebo 
todas ellas preparadas a la concentración del punto medio de la curva de 
calibrado, es decir al 100 %. Se analiza cada una de ellas por duplicado y se 
comparan las señalas obtenidas en la muestra y el placebo con las señales 
obtenidas para el estándar, con el fin de demostrar que no existe interferencia de 
los excipientes en la determinación del principio activo. 
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Tabla 4.6.6.4.1. Criterio de aceptación para evaluación de especificidad del 
sistema 
Para cada solución deben obtenerse los siguientes resultados 
Solución A1 y A2 (estándar y muestra) Identificación positiva 
Solución B (placebo) Identificación negativa 
 
 
4.6.6.4.1 ESPECIFICIDAD FRENTE A EXCIPIENTES DEL SISTEMA  
Se preparan tres soluciones de placebo y tres soluciones placebo cargado, 
se realizan lecturas por triplicado de cada solución preparada, posteriormente se 
compara las señales obtenidas de la solución placebo y placebo cargado con 
respecto al estándar. Es aceptable la respuesta cuando presente el siguiente 
comportamiento: 
 Solución placebo no debe interferir con la señal obtenida con el estándar. 
 Solución placebo cargado su señal debe coincidir con la respuesta del 
estándar. 
 
4.6.6.5 PARÁMETROS ESTADÍSTICOS PARA EXACTITUD DEL 
SISTEMA  
Para evaluar la exactitud es recomendable realizar un mínimo de 9 
determinaciones a 3 niveles de concentración que representen el punto mínimo, 
medio y máximo (80 %, 100 %.120 %) de la curva de calibrado. La exactitud se 
evalúa en base al porcentaje de recuperación para ello se trabaja con soluciones 
de placebo cargado aplicando el análisis de mezclas de excipientes, cada lectura 
se realiza por triplicado a cada nivel de concentración. 
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Tabla 4.6.6.5.1. Parámetros estadísticos para evaluar la exactitud del 
sistema 
Parámetro estadístico Criterios de aceptación 
% recuperación promedio 98.5 % - 101.0 % 
Test de Cochran Gexp < Gtab 
Test de Student texp < ttab 
 
4.7 PARÁMETROS PARA LA VALIDACIÓN DEL MÉTODO PARA LA 
CUANTIFICACIÓN DE CARBOXIMETILCISTEÍNA S.O 50 mg/mL 
4.7.1 PARÁMETROS ESTADÍSTICOS PARA LINEALIDAD DEL 
MÉTODO 
Se preparan 5 muestras de carboximetilcisteína 50 mg/mL a distintas 
concentraciones indicadas de 399.6 µg/mL, 450.0 µg/mL, 499.5 µg/mL, 549.6 
µg/mL y 600.0 µg/mL (80 %,90 %,100 %,110 %, 120 %) como se describe 
anteriormente, se realizan lecturas por triplicado. Una vez obtenidos los datos se 
procesan los datos y se realiza el análisis estadístico. 
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Tabla 4.7.1.1. Parámetros estadísticos para linealidad del método 
Parámetros estadísticos Criterios de aceptación 
Coeficiente de variación de los factores de 
respuesta 
CV ≤ 2 % 
Coeficiente de correlación (r) r ≥ 0.9990 
Coeficiente de determinación (r2) r2 ≥ 0.9980 
Intervalo de confianza para el intercepto El intervalo debe incluir a 1 
Test de Student (t) para evaluar la 
significación estadística de la desviación 
estándar del intercepto (test de 
proporcionalidad) 
tintercepto < ttabulado 
Intervalo de confianza para la pendiente El intervalo no debe incluir el cero 
Test de Student (t) para evaluar la 
significación estadística del estándar de la 
pendiente (test de linealidad) 
tintercepto > ttabulado 
 
Test de Cochran Gexp < Gtab 
Gráfico de residuales 
La distribución de los puntos no 
debe reflejar ninguna tendencia y 
sus puntos deben ser aleatorios. 
 
 
4.7.2 PARÁMETROS ESTADÍSTICOS PARA PRECISIÓN DEL MÉTODO 
La precisión se evalúa mediante la repetibilidad del método realizando 10 
lecturas consecutivas de una solución muestra al 100 % y evaluando la precisión 
intermedia realizando lecturas de soluciones muestras a 3 concentraciones 
distintas representando el punto mínimo, medio y máximo (80 %, 100 % y 120 %) 
de la curva de calibrado realizando lecturas por triplicado e interanalista e interdía.  
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Tabla 4.7.2.1. Parámetro estadístico para evaluar la repetibilidad del método 
Parámetro estadístico Criterio de aceptación 
Coeficiente de variación CV ≤ 2 % 
 
 
Tabla 4.7.2.2. Parámetros estadísticos para evaluar precisión intermedia del 
método 
 Parámetro estadístico  Criterio de aceptación 
Coeficiente d variación global  CV ≤ 2 
Análisis de varianza test de Fisher Fexp < Ftab 
Número de platos teóricos > 2000 
 
 
4.7.3 PARÁMETROS ESTADÍSTICOS PARA EXACTITUD DEL MÉTODO 
Para evaluar la exactitud es recomendable realizar un mínimo de 9 
determinaciones a 3 niveles de concentración que representan el punto mínimo, 
medio y máximo (80 %,100 %.120 %) de la curva de calibrado. La exactitud se 
evalúa en base al porcentaje de recuperación, cada lectura se realiza por triplicado 
a cada nivel de concentración. 
 
Tabla 4.7.3.1. Parámetros estadísticos para evaluar la exactitud del método  
Parámetro estadístico Criterios de aceptación 
% recuperación promedio 98.5 % - 101.0 % 
Test de Cochran Gexp < Gtab 
Test de Student texp < ttab 
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4.7.4 PARÁMETROS ESTADÍSTICOS PARA ROBUSTEZ DEL MÉTODO 
Se evalúa la robustez del método realizando modificaciones en las 
condiciones de trabajo establecidas 
 
Tabla 4.7.4.1. Condiciones de trabajo para la evaluación estadística de robustez 
del método 
 
Condiciones normales de trabajo Modificaciones 
Flujo 0.5 mL/min 
Cambio de flujo: 
0.5 mL/min a 0.4 mL/min 
0.5 mL/min a 0.6 mL/min 
Longitud de onda 210 nm 
Cambio de longitud: 
210 nm a 208 nm 
210 nm a 212 nm 
Fase móvil: Dihidrógeno fósfato 
monobásico de sodio 0.02 M y Metanol 
(95:5) 
Cambio de proporciones de fase móvil: 
Dihidrógeno fósfato monobásico de sodio 
0.02 M y Metanol (90:10) 
 
Tabla 4.7.4.2. Parámetros estadísticos para evaluar la robustez del método  
Parámetros estadísticos  Criterio de aceptación  
Coeficiente de variación para cada condición CV ≤ 2% 
Factor de capacidad (K´) > 1 
Numero de platos teóricos (N)                > 2000 
Factor de cola < 2 
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4.8 REACTIVOS, EQUIPOS Y MATERIALES 
Reactivos 
No Nombres 
Fórmula 
Química 
Marca Grado Lote Procedencia 
Fecha de 
vencimiento 
1 
Agua 
Destilada 
H2O - - - 
Laboratorios 
Solka S.A. 
- 
2 
Dihidrógeno 
fósfato 
monobásico 
de sodio 
NaH2PO4. 
H2O 
Scharlab 
S.L. 
CLAR G34523 
Productos el 
Sol 
4 / 2016 
3 Metanol CH4O 
Fisher 
Scientifi
c 
CLAR 147456 
Productos el 
Sol 
8 / 2016 
 
Equipos 
No Nombres Marca Modelo No Serie 
Muestra de 
verificación de 
calibración 
1 pH-metro Cole-Parmer 6201 001049 25-05-2016 
2 Bomba al vacío Value V-i220SV 394494 - 
3 Balanza Analítica Kern ACS 220-4 WB0900280 10-12-2015 
4 
Cromatógrafo Líquido 
de alta resolución 
YL Clarity YL 9100 9110 07-07-2015 
5 Computadora BenQ VL2040 P621206 - 
6 
Agitador magnético y 
cocina 
Ikamag Reo LM-420D 130304 - 
7 Conductímetro Oakton 473621 180020 - 
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Materiales 
Cantidad Materiales Capacidad Marca Clase / Tolerancia 
3 Matraz aforado 1000 mL Pyrex A / ± 0.400 mL 
2 Matraz aforado 500 mL Duran A / ± 0.2 mL 
1 Matraz aforado 200 mL Kimax A / ± 0.10 mL 
4 Matraz aforado 100 mL Kimax A / ± 0.10 mL 
2 Matraz aforado 50 mL Pyrex A / ± 0.060 mL 
4 Matraz aforado 25 mL Duran A / ± 0.040 mL 
1 Beaker 250 mL Pyrex A 
1 Beaker 100 mL Pyrex A 
1 Beaker 50 mL Pyrex A 
1 Pipeta volumétrica 20 mL Fisherbrand A / 0.03 mL 
1 Micropipeta 20 µL Thermo Scientific F1 
1 Micropipeta 1000µL Thermo Scientific F1 
1 Probeta 100 mL Duran Germany A / 0.5 mL 
1 
Calculadora 
científica 
- Casio fx-82 MS - 
1 
Columna 
C18 
150 mm x 4 mm Knauef - 
2 
Espátula de acero 
inoxidable 
 
- 
Fisherbrand - 
1 
Termómetro 
(-20
0
C + 110
0
C) 
- Fisherbrand - 
  
 
 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO V 
ORGANIZACIÓN Y ANÁLISIS DE 
RESULTADOS
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5.1 ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS 
5.1.1 TÉCNICA CROMATOGRÁFICA DE LÍQUIDOS DE ALTA 
RESOLUCIÓN (CLAR) CON BOMBA BINARIA 
Los parámetros se evalúan bajo un nivel de confianza del 95%. 
 
5.1.2 ADECUACIÓN DE SISTEMA 
Para la evaluación de la adecuación del sistema, se preparó una solución al 
100% y se realizaron 10 lecturas a 210nm, con un tiempo de retención de 2.59 
minutos para la muestra de carboximetilcisteína. Los ensayos realizados para 
demostrar la adecuación del sistema cumplen con las especificaciones para la 
cual se ha desarrollado y validado dicha técnica de análisis.  
 
En la tabla 5.1.2.1.Se demuestra que el sistema cumple con los parámetros 
establecidos, ya que los cromatogramas presentan un coeficiente de variación 
menor al 2%, la eficiencia de la columna supera los 2000 platos teóricos 
establecidos, el factor de cola para el pico de analito no es mayor de 2 y la 
desviación estándar para inyecciones repetitivas no excede el 2%. 
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Tabla 5.1.2.1. Tratamiento estadístico de adecuación del sistema 
Concentración 
µg/mL 
% 
Tiempo de 
Retención (TR) 
Área 
(mV.s)* 
Altura 
(mV)* 
Número de Platos 
Teóricos (N) 
Factor de Cola 
(B/A)* 
499.5 µg/mL  
100 % 
2.5900 2825.6020 288.8060 4245.4650 0.3537 
499.5µg/mL  
100 % 
2.5930 2825.4620 288.7850 4309.3408 0.3630 
499.5µg/mL  
100 % 
2.6000 2824.5210 288.6610 4278.3118 0.3628 
499.5µg/mL  
100 % 
2.5990 2824.3310 288.3930 4329.3068 0.3620 
499.5µg/mL  
100 % 
2.5970 2823.6650 288.0830 4268.4444 0.3625 
499.5µg/mL  
100 % 
2.5980 2823.3020 288.0780 4218.5025 0.3634 
499.5µg/mL  
100 % 
2.5960 2823.0890 288.0280 4265.1579 0.3632 
499.5µg/mL  
100 % 
2.5900 2822.5500 288.0150 4299.3751 0.3664 
499.5µg/mL  
100 % 
2.6000 2821.1270 287.9650 4278.3118 0.3652 
499.5µg/mL  
100 % 
2.5950 2821.0380 287.8820 4261.8726 0.3659 
Promedio 2.5958 2823.4687 288.2696 4275.4089 0.3628 
Desviación estándar (S) 0.0038 1.5924 0.3589 31.8318 0.0036 
Coeficiente de variación 
(CV%) 
0.1451 0.0564 0.1245 0.7445 0.9786 
Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010 
*: VerAnexo III 
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5.1.3 LINEALIDAD DEL SISTEMA 
Para evaluar la linealidad se prepararon 5 soluciones estándares con 
concentraciones de 399.6 µg/mL (80 %), 450.0 µg/mL (90%), 499.5 µg/mL (100%), 
549.6 µg/mL (110%), 600.0 µg/mL(120%), se realizaron lecturas por triplicado de 
cada solución a la longitud establecida de 210nm, obteniéndose los siguientes 
resultados que se observan en la tabla 5.1.3.2., para verificar los datos se 
procedió a calcular estadísticamente la pendiente (b), el intercepto (a), el 
coeficiente de determinación (r2) y el coeficiente de correlación (r), para el cual se 
utilizaron las ecuaciones 13, 14, 15 y 16, ( Ver Anexo IV). 
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Tabla 5.1.3.1. Evaluación de la curva de calibrado del sistema 
N
0
 de muestras 
Concentración 
µg/mL (%) 
Área 
(mV.s)* 
Platos 
teóricos (N) 
Tiempo de 
retención (TR) 
Factor de 
capacidad (K´) 
Factor de 
cola (B/A)* 
1 399.6 µg/mL (80 % ) 2262.7260 4302.6957 2.5910 1.1592 0.3695 
2 399.6µg/mL (80 %) 2259.8900 4335.9724 2.6010 1.1496 0.3838 
3 399.6µg/mL (80 %) 2257.4230 4212.0100 2.5960 1.1455 0.3924 
4 450.0 µg/mL (90 %) 2552.5420 4242.1873 2.5890 1.1611 0.3369 
5 450.0 µg/mL (90 %) 2549.9920 4228.2506 2.6010 1.1496 0.3404 
6 450.0 µg/mL (90 %) 2548.5880 4322.6464 2.5970 1.1642 0.3518 
7 499.5 µg/mL (100 %) 2825.4570 4271.7323 2.5980 1.1471 0.3623 
8 499.5µg/mL (100 %) 2824.1050 4315.9910 2.5950 1.1535 0.3627 
9 499.5 µg/mL (100 %) 2821.6400 4238.9108 2.5880 1.1513 0.3626 
10 549.6 µg/mL (110 %) 3115.8970 4286.1054 2.5860 1.1568 0.3449 
11 549.6µg/mL (110 %) 3113.4660 4312.6653 2.5940 1.1527 0.3520 
12 549.6 µg/mL (110 %) 3110.1870 4261.8726 2.5950 1.1625 0.3564 
13 600.0 µg/mL (120 %) 3389.9700 4231.5025 2.6020 1.1683 0.3245 
14 600.0 µg/mL (120 %) 3386.4130 4325.9760 2.5980 1.1507 0.3303 
15 600.0 µg/mL (120 %) 3384.2590 4252.0242 2.5920 1.1510 0.3293 
Pendiente (b) 5.6286 
Intercepto(a) 14.0099 
Coeficiente de Correlación (r) 0.9999 
Coeficiente de Determinación (r
2
) 0.9999 
Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010 
*: VerAnexo III 
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Gráfico 5.1.3.2.1. Curva de calibrado para la linealidad del sistema  
 
Fuente: Programa Microsoft Excel 2010 
 
5.1.4 ECUACIÓN DE LA RECTA DE LA LINEALIDAD DEL SISTEMA 
Se utilizó el método de mínimos cuadrados, que consiste en ajustar “b”, “x” y 
“a” para minimizar la suma de los cuadrados de los residuales y obtener funciones 
lineales (Skoog, D., West, D., Holl, F., & Crouch, S, 2003, p. 37-60) 
 
Los resultados obtenidos del análisis de los mínimos cuadrados se observan 
en la tabla 5.1.4.1. 
 
y = 5.6286x + 14.0099 
R² = 0.9999 
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Tabla 5.1.4.1.Análisisde mínimos cuadrados de la linealidad del sistema en CLAR 
 
Concentración 
µg/mL (%) 
(     
Área 
(mV.s)*      
  -   (  - )2   - ̅       2 (  - )(      ∑  2*          
         ) 
residuales 
399.6 µg/mL (80 %) 2262.7260 -100.1400 10028.0196 -564.1110 318221.2203 56490.0755 159680.1600 2263.1909 0.4649 
399.6 µg/mL (80 %) 2259.8900 -100.1400 10028.0196 -566.9470 321428.9008 56774.0726 159680.1600 2263.1909 3.3009 
399.6 µg/mL (80 %) 2257.4230 -100.1400 10028.0196 -569.4140 324232.3034 57021.1180 159680.1600 2263.1909 5.7679 
450.0 µg/mL (90 %) 2552.5420 -49.7400 2474.0676 -274.2950 75237.7470 13643.4333 202500.0000 2546.8714 -5.6706 
450.0 µg/mL (90 %) 2549.9920 -49.7400 2474.0676 -276.8450 76643.1540 13770.2703 202500.0000 2546.8714 -3.1206 
450.0 µg/mL (90 %) 2548.5880 -49.7400 2474.0676 -278.2490 77422.5060 13840.1053 202500.0000 2546.8714 -1.7166 
499.5 µg/mL (100 %) 2825.4570 -0.2400 0.0576 -1.3800 1.9044 0.3312 249500.2500 2825.4861 0.0291 
499.5 µg/mL (100 %) 2824.1050 -0.2400 0.0576 -2.7320 7.4638 0.6557 249500.2500 2825.4861 1.3811 
499.5 µg/mL (100 %) 2821.6400 -0.2400 0.0576 -5.1970 27.0088 1.2473 249500.2500 2825.4861 3.8461 
549.6 µg/mL (110 %) 3115.8970 49.8600 2486.0196 289.0600 83555.6836 14412.5316 302060.1600 3107.4781 -8.4189 
549.6 µg/mL (110 %) 3113.4660 49.8600 2486.0196 286.6290 82156.1836 14291.3219 302060.1600 3107.4781 -5.9879 
549.6 µg/mL (110 %) 3110.1870 49.8600 2486.0196 283.3500 80287.2225 14127.8310 302060.1600 3107.4781 -2.7089 
600.0 µg/mL (120 %) 3389.9700 100.2600 10052.0676 563.1330 317118.7757 56459.7146 360000.0000 3391.1585 1.1885 
600.0 µg/mL (120 %) 3386.4130 100.2600 10052.0676 559.5760 313125.2998 56103.0898 360000.0000 3391.1585 4.7455 
600.0 µg/mL (120 %) 3384.2590 100.2600 10052.0676 557.4220 310719.2861 55887.1297 360000.0000 3391.1585 6.8995 
 ̅   499.7400 2826.8370 0.0000 5008.0464 0.0000 158678.9773 28188.1952 254748.1140 2826.8370 
 
∑   7496.1000 42402.5550 0.0000 75120.6960 0.0000 2380184.6599 422822.9277 3821221.7100 42402.5550 
Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010 
*: VerAnexo III 
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El análisis de los residuales de la linealidad del sistema CLAR, presenta una 
distribución aleatoria y no refleja tendencias como se observa en el gráfico 
5.1.4.1.1, demostrándose la ausencia de error sistemático y por lo tanto el sistema 
es válido. 
 
 
Cálculos para análisis estadístico de la linealidad del sistema: 
Pendiente (b) 
     ∑     ̅ 
   75120.6960 
     ∑     ̅       ̅  422822.9277 
 
Dónde: 
   : Suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los 
valores de x.  
Gráfico 5.1.4.1.1. Análisis residual de la linealidad del sistema  
 
Fuente: Programa Microsoft Excel 2010 
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   : Suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los 
valores de x e y. 
 
   
   
   
        (Ecuación 13)  
 = 422822.9277/ 75120.6960= 5.62858≈ 5.6286 
 
Intercepto (a)  
 ̅  
∑  
 
 42402.5550/15 = 2826.8370 
 ̅  
∑  
 
 7496.1000/15 =499.74 
               (Ecuación 14) 
a = 2826.8370- 5.62858 (499.7400) =14.0099 
 
Coeficiente de correlación (r) 
  
∑       ̅        ̅ 
√∑     ̅   ∑     ̅  
       (Ecuación 15) 
r =0.9999 
 
Coeficiente de determinación (r)2 
                (Ecuación 16) 
r2 = (0.9999)2 = 0.9998 
 
Análisis de los mínimos cuadrados del sistema: 
1) Suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los 
valores de x: 
    ∑        ∑    
 ∑    
 
     (Ecuación 17)  
    ∑        =75120.6960 
Dónde: 
   = pares de datos individuales de x. 
 =valor medio o promedio de la variable (x) 
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2) Suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los 
valores de y: 
    ∑        ∑  
  
 ∑    
 
     (Ecuación 18) 
    ∑        = 2380184.6599 
Dónde: 
  = pares de datos individuales de y 
 =valores medio o promedios de la variable (y) 
 
3) Suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los 
valores de x e y: 
    ∑             ∑     
∑  ∑  
 
    (Ecuación 19) 
   ∑            = 422822.9277 
Dónde: 
   = pares de datos individuales de y. 
  = valor medio o promedio de la variable (y) 
 
5.1.5 TEST DE LINEALIDAD DEL SISTEMA: TEST DE STUDENT PARA 
LA PENDIENTE (b) EN CLAR 
El test de linealidad se realiza con objetivo de demostrar que existe una 
pendiente significativa distinta de cero, se utiliza el test de Student con un grado 
de significación igual 95 %, con el que se demuestra que los intervalos de 
confianza no incluyen el cero. Para determinar el texp de dos colas, para n-2 grados 
de libertad igual a 13 con un nivel de confianza del 95% con un grado de 
significación α = 0.05 (α/2 = t0.95, 13), el valor crítico en la tabla de la distribución t 
Student es 2.160. 
 
Para esta prueba debe cumplirse el criterio de aceptación que el texp> ttab; 
hipótesis: 
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H0: µ1=µ2 
H1: µ1≠µ2 
 
Para calcular el texp se utilizó la siguiente ecuación: 
 
     
| |
  
         (Ecuación 20) 
Para encontrar el texp es necesario calcular la desviación estándar de la 
regresión (Sr) para obtener la desviación estándar de la pendiente Sb. 
 
Cálculo de la desviación estándar de la regresión (Sr) del sistema: 
   √
           
   
        (Ecuación 21) 
   √
                                  
    
    √
                       
    
 
   √
        
  
 √               
Cálculo de la desviación estándar de la pendiente (Sb) del sistema  
Debe de cumplir el criterio de aceptación que el texp>ttab;     
Hipótesis: 
H0: µ1=µ2 
H1: µ1≠µ2 
   √
  
 
   
         (Ecuación 22) 
   √
         
          
 √                 
 
Se obtiene un texp: 
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| |
  
  
|      |
      
          
Dónde:  
| |  Valor absoluto de la pendiente  
   Desviación estándar de la pendiente. 
 
Se obtiene un texp > ttab comprobando estadísticamente que existe una 
pendiente diferente de cero siendo: 335.1548> 2.160, por lo tanto se acepta la 
hipótesis alternativa (H1) el intervalo de confianza confirma lo demostrado por el 
test de Student: b ± t*Sb  
b ± t * Sb =5.6286 ± 2.160* 0.0167 
5.6286 ±0.0360 
[5.5926 a 5.6646] 
 
5.1.6 TEST DE PROPORCIONALIDAD DEL SISTEMA: TEST DE 
STUDENT PARA EL INTERCEPTO (a) EN CLAR 
El test de proporcionalidad permite evaluar si la recta pasa por el origen de 
las coordenadas, determinando si la variable independiente (x) es significativa a 
cero. Para evaluar este test de proporcionalidad se recurre a una prueba mediante 
el test de Student como en el caso anterior. 
 
Para esta prueba debe cumplirse el siguiente criterio de aceptación en el cual 
el texp< ttab; hipótesis: 
H0: µ1=µ2 
H1: µ1≠µ2 
Para calcular el texp se utilizó la siguiente fórmula: 
       
| |
  
         (Ecuación 23) 
Dónde: 
| | =Valor absoluto del intercepto 
   =Desviación estándar del intercepto 
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Para encontrar el texp para el intercepto es necesario calcular la desviación 
estándar de la regresión Sr = 4.6029 y la desviación estándar de la pendiente (Sb). 
 
       √
 
   ∑      ∑  
       (Ecuación 24) 
           √
 
                             
 
          √
 
          
         √
 
      
 
          √                            
 
Se obtiene un texp: 
 
       
| |
  
 
|       |
      
        
 
Se obtuvo un texp< ttab comprobando estadísticamente que existe una variable 
x diferente de cero siendo: 1.6528<2.160, y que la recta pasa por el origen de las 
coordenadas, y el intervalo de confianza confirma lo demostrado por el test de 
Student: a ± t * Sa 
a ± t * Sa = 14.0099 ± 2.160 * 8.4763 
14.0099 ±18.3088 
[-4.2989 a 32.3187] 
 
5.1.7 TEST DE COCHRAN PARA EL SISTEMA 
El test de Cochran se emplea con el objetivo de demostrar que las 
variaciones de las concentraciones son homogéneas, por lo tanto, el Gexp < Gtab. El 
valor crítico de Cochran se determina C = (      ) 
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Dónde: 
  = es el número de datos o número de réplicas 
 =grados de libertad definido como nmax-1, donde nmax es el mayor de los 
tamaños de las muestras. 
  = nivel de significancia 0.05 
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Tabla 5.1.7.1. Test de Cochran para el análisis de varianza de los factores de respuesta del sistema en CLAR 
 
Concentración 
µg/mL (%) 
Área 
(mV.s)* 
Factor de 
Respuesta F=y/x 
Promedio de 
 F=y/x 
Desviación 
Estándar(S) de  
F=y/x 
Varianza (S
2
) de  
F=y/x 
399.6 µg/mL (80 %) 2262.7260 5.6625 
5.6557 
 
0.0066 
 
4.40x10-05 
 
399.6 µg/mL (80 %) 2259.8900 5.6554 
399.6 µg/mL (80 %) 2257.4230 5.6492 
450.0 µg/mL (90 %) 2552.5420 5.6723 
5.6675 
 
0.0045 
 
1.98x10-05 
 
450.0 µg/mL (90 %) 2549.9920 5.6666 
450.0 µg/mL (90 %) 2548.5880 5.6635 
499.5 µg/mL (100 %) 2825.4570 5.6566 
5.6531 
 
0.0039 
 
1.50x10-05 
 
499.5 µg/mL (100 %) 2824.1050 5.6539 
499.5 µg/mL (100 %) 2821.6400 5.6489 
549.6 µg/mL (110 %) 3115.8970 5.6694 
5.6645 
 
0.0052 
 
2.71x10-05 
 
549.6 µg/mL (110 %) 3113.4660 5.6650 
549.6 µg/mL (110 %) 3110.1870 5.6590 
600.0 µg/mL (120 %) 3389.9700 5.6500 
5.6448 0.0048 2.31x10-05 600.0 µg/mL (120 %) 3386.4130 5.6440 
600.0 µg/mL (120 %) 3384.2590 5.6404 
Promedio ( ) 5.6571 
 
   
 = 0.0001 
Desviación Estándar (S) 0.0091 
Coeficiente de Variación (CV%) 0.1609 
Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010 
*: VerAnexo III 
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La hipótesis es:  
H0= Gexp< Gtab 
H1= Gexp> Gtab 
 
El valor de Gexp se calcula con la siguiente fórmula: 
     
          
∑   
         (Ecuación 25) 
Dónde:  
  Máxima: varianza máxima de los grupos. 
∑  
 : Sumatoria de las varianzas de cada grupo. 
 
Se calculó el valor de Gexp: 
     
           
      
        
 
Al realizar la comparación del valor experimental con el valor crítico se 
obtiene que el Gexp 0.4400 < Gtab 0.841, cumpliendo la hipótesis nula donde se 
comprueba que x o el factor de respuesta no tiene influencia en la variabilidad de 
los resultados, el valor crítico se calcula determinando el valor de: α= 0.05, K= 5 y 
n= 2. 
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5.1.7.1 COEFICIENTE DE VARIACIÓN DE LOS FACTORES DE 
RESPUESTA PARA EL SISTEMA 
El factor de respuesta expresa la relación de la lectura o respuesta (área) y la 
concentración y puede tomarse como una expresión aproximada de la sensibilidad 
del calibrado (AEFI2001, p. 68-94). Los valores recomendables son los inferiores 
al 2 % para demostrar la linealidad, para calcular el coeficiente de variación se 
aplicó la siguiente formula: 
 
    
 
 ̅
           (Ecuación 26) 
 
Según la tabla 5.1.7.1 del Test de Cochran varianza de los factores de 
respuesta en CLAR, el valor que se obtiene para el coeficiente de variación es: 
0.1609 < 2 % demostrando la adecuada linealidad del sistema. 
 
5.1.8 ANÁLISIS DE VARIANZA DEL SISTEMA EN CLAR 
Para realizar el análisis de varianza es necesario cumplir con la: 
homogeneidad de las varianzas y normalidad de los residuales. Según la AEFI 
2001, el análisis de la varianza se fundamenta en la suma de los cuadrados 
totales (tabla 5.1.8.1) la cual se descompone como la suma de los cuadrados 
residuales y la regresión: 
 
                      (Ecuación 27) 
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Tabla 5.1.8.1. Análisis de varianza del sistema en CLAR 
 
Concentración 
µg/mL (%) 
Área 
(mV.s)* 
Análisis Residual Análisis de Regresión 
                                  
399.6 µg/mL (80 %) 2262.7260 2263.1985 -0.4725 0.2232 -563.6385 317688.4099 
399.6 µg/mL (80 %) 2259.8900 2263.1985 -3.3085 10.9459 -563.6385 317688.4099 
399.6 µg/mL (80 %) 2257.4230 2263.1985 -5.7755 33.3559 -563.6385 317688.4099 
450.0 µg/mL (90 %) 2552.5420 2546.8799 5.6621 32.0594 -279.9571 78375.9809 
450.0 µg/mL (90 %) 2549.9920 2546.8799 3.1121 9.6852 -279.9571 78375.9809 
450.0 µg/mL (90 %) 2548.5880 2546.8799 1.7081 2.9176 -279.9571 78375.9809 
499.5 µg/mL (100 %) 2825.4570 2825.4956 -0.0386 0.0015 -1.3414 1.7994 
499.5 µg/mL (100 %) 2824.1050 2825.4956 -1.3906 1.9338 -1.3414 1.7994 
499.5 µg/mL (100 %) 2821.6400 2825.4956 -3.8556 14.8656 -1.3414 1.7994 
549.6 µg/mL (110 %) 3115.8970 3107.4885 8.4085 70.7036 280.6515 78765.2389 
549.6 µg/mL (110 %) 3113.4660 3107.4885 5.9775 35.7310 280.6515 78765.2389 
549.6 µg/mL (110 %) 3110.1870 3107.4885 2.6985 7.2821 280.6515 78765.2389 
600.0 µg/mL (120 %) 3389.9700 3391.1699 -1.1999 1.4397 564.3329 318471.6159 
600.0 µg/mL (120 %) 3386.4130 3391.1699 -4.7569 22.6280 564.3329 318471.6159 
600.0 µg/mL (120 %) 3384.2590 3391.1699 -6.9109 47.7605 564.3329 318471.6159 
Promedio ( ) 2826.8370 SCRES = 291.5332 SCREG =2379909.1350 
Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010 
* : VerAnexo III 
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La AEFI 2001, refleja que la ecuación aplicada para el cálculo de la varianza 
residual (    
 ) se determina a partir de los datos de los mínimos cuadrados, con la 
siguiente ecuación: 
          
   
∑       
   
        (Ecuación 28) 
Cálculo de la varianza residual (VRES) del sistema: 
          
   
        
  
          
                 
   = 291.5332+2379909.1350 
    = 2380200.668 
 
Cálculo de la varianza residual del sistema: 
        
  ∑
  ̂     
 
      (Ecuación 29) 
        
   
            
  
            
 
Realizados una vez los cálculos de las varianzas y de los residuales se 
calcula el valor de Fisher, donde el Fexp > Ftab el cual prueba estadísticamente que 
existe una pendiente diferente de cero. La hipótesis plantea que:  
H0: Fexp> Ftab 
 H1: Fexp< Ftab 
Para calcular el Fexp se aplica la siguiente fórmula: 
     
    
    
        (Ecuación 30) 
     
          
       
           
 
Por lo tanto, Fexp= 7074.9772> Ftab (0.05, 1, n-2) = 4.666, cumpliendo el 
criterio de aceptación H0: Fexp > Ftab demostrando la existencia de una pendiente 
diferente de cero,  
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Se valida la linealidad del sistema, realizando diferentes pruebas y test 
estadísticos como: el análisis de mínimos cuadrados para el ajuste de la curva de 
calibrado, obteniendo valores para la pendiente y el intercepto con sus respetivas 
desviaciones estándar, demostrando diferencia significativa mediante el uso del 
test de Student.  
 
También se recurre al test de Cochran para demostrar la homogeneidad de 
la varianza, se evalúan los residuales y se determina estadísticamente que existe 
independencia y una distribución normal, demostrando que la relación 
concentración y área es lineal. 
 
5.1.9 PRECISIÓN DEL SISTEMA EN CLAR 
El objetivo del estudio de la precisión es conocer la variabilidad o el más o 
menos del método de ensayo. Esta variabilidad es debida a errores aleatorios 
inherentes a todo método de ensayo (AEFI 2001, p. 68-94). Para evaluar la 
precisión de sistema se trabaja con muestras estándar al 100 %, mediante la 
repetibilidad y la precisión intermedia del sistema. La precisión de un método 
analítico se expresa mediante el coeficiente de variación de una serie de medidas. 
 
El estudio de repetibilidad se realiza mediante la evaluación de 10 
determinaciones con concentraciones de trabajo al 100 %, se determinan los 
valores medios, la desviación estándar y los coeficientes de variación en función al 
factor de respuesta. La guía ICH recomienda introducir los intervalos de confianza 
en el estudio de la precisión. 
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Tabla 5.1.9.1. Evaluación de la repetibilidad del sistema en CLAR 
 
Número 
de 
lecturas 
Concentración 
µg/mL  
% 
Área 
(mV.s)* 
Factor de 
Respuesta F(Y/X) 
Datos del factor de 
respuesta 
Tiempo 
de 
Retención 
(TR) 
Número de 
platos teóricos 
(N) Media 
Desviación 
Estándar(S) 
1 
449.5 µg/mL  
100 % 
2825.6110 5.6569 
5.6522 0.0028 
2.6040 4291.4859 
2 
449.5 µg/mL  
100 % 
2825.1130 5.6559 2.5880 4186.0900 
3 
449.5 µg/mL  
100 % 
2824.3230 5.6543 2.6020 4339.3072 
4 
449.5 µg/mL  
100 % 
2823.9870 5.6536 2.5870 4235.6356 
5 
449.5 µg/mL  
100 % 
2823.1340 5.6519 2.6030 4342.6432 
6 
449.5 µg/mL  
100 % 
2822.9360 5.6515 2.6040 4238.0100 
7 
449.5 µg/mL  
100 % 
2822.4280 5.6505 2.5850 4229.0890 
8 
449.5 µg/mL  
100 % 
2822.0890 5.6498 2.5910 4248.7440 
9 
449.5 µg/mL  
100 % 
2821.8060 5.6493 2.5990 4221.7506 
10 
449.5 µg/mL  
100 % 
2821.5590 5.6488 2.5890 4296.0558 
Coeficiente de variación (CV%) 0.0495 
Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010 
* : VerAnexo III 
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5.1.9.1 EVALUACIÓN ESTADÍSTICA DE LA REPETIBILIDAD DEL 
SISTEMA EN CLAR 
Se obtienen los siguientes datos, a partir de los valores a los cuales se les 
realiza la evaluación estadística para la repetibilidad: 
Media: 
 ̅  
∑  
 
         (Ecuación 31) 
 ̅= 5.6522 
  
Desviación estándar (S): 
La repetibilidad como parte de evaluación estadística de la precisión al 
determinar su desviación estándar se obtiene un valor de 0.0141 indicando que no 
existe diferencia significativa. 
  √∑     ̅                (Ecuación 32) 
 = 0.0028 
 
Coeficiente de variación (CV %): 
El coeficiente de variación para el análisis estadístico no debe excederse 
del 2% que es el criterio de aceptación, el objetivo de calcular S es proporcionar 
información de la relación existente que hay ante la desviación de la muestra y la 
media. Para calcular el CV % se utiliza la ecuación 26. 
   
 
 ̅
     
CV = 0.0495 % 
 
Límite de detección (LOD) 
Es la concentración mínima del analito que puede ser detectada, pero no 
necesariamente cuantificada, se calcula con la siguiente fórmula: 
     
     
 
         (Ecuación 33) 
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Dónde: 
   Es la desviación estándar de la respuesta de la muestra. 
   Es la pendiente de la curva de calibración para linealidad. 
 
Cálculo del LOD: 
    
           
      
                  
 
Límite de cuantificación (LOQ) 
 
Concentración mínima del analito que se puede determinar con precisión y 
exactitud aceptables. 
    
   
 
         (Ecuación 34) 
 
Dónde: 
 : Es la desviación estándar de la respuesta de la muestra. 
  Es la pendiente de la curva de calibración para linealidad 
 
Cálculo del LOQ: 
     
            
      
                 
 
5.1.10 EXACTITUD DEL SISTEMA EN CLAR 
La exactitud se evalúa a 3 niveles de concentración 399.6 µg/mL (80 %), 
499.5 µg/mL (100 %) y 600.0 µg/mL (120 %), mediante muestras de placebo 
cargado con estándar de trabajo de carboximetilcisteína, los cuales corresponden 
al punto mínimo, medio y máximo de la curva de calibrado. 
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Tabla 5.1.10.1. Evaluación estadística de la exactitud del sistema en CLAR 
 
Número de 
lecturas 
Concentración 
µg/mL 
% 
Área 
(mV.s)* 
Factor de 
Respuesta  
F=Y/X 
Promedio 
 F=Y/X 
Desviación 
Estándar  
F=Y/X 
Varianza (S2)  
F=Y/X 
1 
399.6µg/mL 
80 % 
2260.6310 5.6572 
5.6516 
 
0.0050 
 
2.51x10-05 
 
2 
399.6 µg/mL  
80 % 
2257.7900 5.6501 
3 
399.6 µg/mL  
80 % 
2256.7660 5.6476 
4 
499.5 µg/mL 
100 % 
2825.0310 5.6557 
5.6534 
 
0.0026 
 
6.83x10-06 
 
5 
499.5 µg/mL  
100 
2824.1130 5.6539 
6 
499.5 µg/mL  
100 
2822.4560 5.6506 
7 
600.0 µg/mL 
120 % 
3389.6130 5.6494 
5.6457 0.0037 1.38x10-05 8 
600.0 µg/mL  
120 % 
3387.4030 5.6457 
9 
600.0 µg/mL  
120 % 
3385.1590 5.6419 
Promedio 5.6502 
   = 0.00005 Desviación Estándar (S) 0.0049 
Coeficiente de Variación (CV%) 0.0863 
Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010 
*: VerAnexo III 
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5.1.10.1 EVALUACIÓN ESTADÍSTICA DE LA EXACTITUD DEL 
SISTEMA 
Se determina la media y la desviación estándar aplicando la ecuación 18 y 
19 respectivamente: 
Media: 
 ̅  
∑  
 
        
 
Desviación estándar (S): 
  √∑     ̅                  
 
Test de proporcionalidad de Cochran: 
Se debe de cumplir que: 
Gexp< Gtab 
 
Se determina el Gexp haciendo uso de la ecuación 12: 
     
          
∑  
   
         
       
        
 
El valor de Gtab de la distribución de G de Cochran para un grado de 
significación α= 0.05 % a 3 niveles de concentración (k= 3) y 2 grados de libertad, 
el valor crítico es de 0.966. Al comparar el valor experimental con el valor crítico, 
se obtiene un Gexp 0.5020 < Gtab 0.966, por lo tanto se cumple con el criterio de 
aceptación donde se comprueba que X o factor de respuesta no tiene influencia en 
la variabilidad de los resultados. 
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Tabla 5.1.10.1.1. Evaluación de la exactitud del sistema aplicando el test de 
Cochran para porcentaje de recuperación 
 
N
0
de 
lecturas 
Concentración 
µg/mL 
% 
% Recuperación  
Promedio % 
de 
Recuperación 
      
1 
499.5 µg/mL 
100 % 
100.0157 
99.9903 0.0222 0.0005 2 
499.5 µg/mL 
100 % 
99.9746 
3 
499.5 µg/mL 
100 % 
99.9807 
4 
499.5 µg/mL 
100 % 
100.0112 
99.9880 0.0202 0.0004 5 
499.5 µg/mL 
100 % 
99.9744 
6 
499.5 µg/mL 
100 % 
99.9785 
7 
499.5 µg/mL 
100 % 
100.0140 
100.0013 0.0129 0.0002 8 
499.5 µg/mL 
100 % 
99.9883 
9 
499.5 µg/mL 
100 % 
100.0017 
Promedio ( ̅) 99.9932 
     =0.0011 Desviación Estándar (S) 0.0174 
Coeficiente de variación (CV%) 0.0174 
Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010 
 
Test de proporcionalidad del método: test de Cochran  
Debe de cumplir con el Gexp < Gtab 
       
          
∑  
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Al comparar el valor experimental con el valor tabulado se cumple la 
hipótesis nula que el Gexp 0.4545 < Gtab0.996, comprobando que el factor de 
respuesta no tiene influencia sobre la variabilidad de los resultados. 
 
Test de Student 
 
Como criterio de aceptación para el test de Student debe cumplir que el texp < 
ttab, el valor critico tabulado para n-1 grados de libertas y 95 % de confianza el ttab = 
4.303. 
 
Para calcular el valor experimental se aplica la siguiente fórmula: 
 
     
|      ̅|  √ 
   
        (Ecuación 35) 
 
Dónde: 
  ̅   Media del porcentaje de recuperación 
    Coeficiente de variación del porcentaje de recuperación 
 n = número de muestras 3 
 
     
|           |  √ 
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5.1.11 LINEALIDAD DEL MÉTODO (CARBOXIMETILCISTEÍNA) 
Para determinar la linealidad se realizan 5 soluciones muestras a distintas 
concentraciones como se menciona en el inciso 5.2.4.1. Se realizan análisis por 
triplicado para cada solución a una longitud de onda de 210 nm y los resultados 
obtenidos se presentan a continuación en la tabla 5.1.11.1.: 
Tabla 5.1.11.1. Evaluación de la linealidad del método de carboximetilcisteína 50 
mg/mL en CLAR 
 
Concentración 
µg/mL (%) 
Área 
(mV.s)* 
Factor de 
Respuesta 
F=Y/X 
Promedio 
Desviación 
Estándar 
Varianza 
Varianza 
Máxima 
GEXP 
399.6 µg/mL (80 % ) 2249.9990 5.6306 
5.6219 0.0080 6.39 x 10
-5
 
0.0001 0.4060 
399.6 µg/mL (80 %) 2245.8340 5.6202 
399.6 µg/mL (80 %) 2243.7160 5.6149 
450.0 µg/mL (90 %) 2537.5690 5.6390 
5.6315 0.0084 7.02x 10
-5
 450.0 µg/mL (90 %) 2534.8410 5.6330 
450.0 µg/mL (90 %) 2530.1120 5.6225 
499.5 µg/mL (100 %) 2819.7170 5.6451 
5.6403 0.0045 2.04 x 10
-5
 499.5 µg/mL (100 %) 2817.0970 5.6398 
499.5 µg/mL (100 %) 2815.2170 5.6361 
549.6 µg/mL (110 %) 3103.8110 5.6474 
5.6441 0.0034 1.12 x 10
-5
 549.6 µg/mL (110 %) 3102.0990 5.6443 
549.6 µg/mL (110 %) 3100.1250 5.6407 
600.0 µg/mL (120 %) 3379.1250 5.6319 
5.6289 0.0027 7.12 x 10
-6
 600.0 µg/mL (120 %) 3376.9550 5.6283 
600.0 µg/mL (120 %) 3375.9990 5.6267 
Variabilidad o Parámetros Estadísticos 
Pendiente (b) 5.6544 
Intercepto (a) -10.2642 
Coeficiente de Correlación (r) 0.9999 
Coeficiente de Determinación (r2) 0.9999 
 
Fuente:  Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010 
*: VerAnexo III 
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En la tabla 5.1.11.1 se presentan los resultados para la linealidad del 
método, para la comprobación de estos datos se procede a calcular 
estadísticamente la pendiente (b), el intercepto (a), el coeficiente de determinación 
(r) y coeficiente de correlación (r2). 
 
Cálculos para análisis estadístico de la linealidad: 
Pendiente (b) 
   
   
   
        (Ecuación 13) 
 = 424764.7771 / 75120.6960 = 5.6544 
Dónde: 
    = Es la suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los 
valores individuales de x e y. 
    = Suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los 
valores individuales de x. 
 
Intercepto (a)  
               (Ecuación 14) 
 
  = 2815.4811–5.6544 (499.7) = -10.2642 
 
La pendiente es un factor que limita la sensibilidad, siendo el valor de la 
pendiente de 5.6544y el sesgo es de -10.2642 indicado por el valor del intercepto. 
 
Coeficiente de correlación (r) 
  
∑       ̅        ̅ 
√∑     ̅   ∑     ̅  
       (Ecuación15) 
 
 = 0.9999 
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Coeficiente de determinación (r2) 
    (0.9999)2 = 0.9998 
 
A continuación, se presenta la curva de calibrado y la ecuación de la recta, 
en ella se puede observar proporcionalidad entre concentración y respuesta 
cromatográfica. 
 
La ecuación de la recta para la curva de calibrado, se expresa según y = 
5.6544+ -10.2642 con r = 0.9999 y r2 = 0.9998 
 
5.1.11.1 ECUACIÓN DE LA RECTA DE LA LINEALIDAD DEL 
MÉTODO EN CLAR 
Se procede a realizar el método de los mínimos cuadrados, que consiste en 
ajustar dichos parámetros para minimizar la suma de los cuadrados de los 
residuales y obtener funciones lineales (Skoog, D., West, D., Holl, F., & Crouch, 
S., 2003, p. 37-60) 
Gráfico 5.1.11.2. Linealidad del método de cuantificación de 
carboximetilcisteína 50 mg/mL, S.O  
 
Fuente: Software YLClarity Chromatography SW, Programa Microsoft Excel 2010 
y = 5.6544x - 10.2642 
R² = 0.9999 
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Tabla 5.1.11.1.1. Análisis de mínimos cuadrados para linealidad del método en CLAR 
Concentración 
µg/mL (%) 
(     
Área 
(m.V.s)* (     
        -                   - )2                        (xi- )(yi-ӯ)             * 
 
           
residuales 
399.6 µg/mL (80 % ) 2249.9990 -100.1400 10028.0196 -565.4821 319769.9677 56627.3742 159680.1600 2249.2464 -0.7526 
399.6 µg/mL (80 %) 2245.8340 -100.1400 10028.0196 -569.6471 324497.7806 57044.4573 159680.1600 2249.2464 3.4124 
399.6 µg/mL (80 %) 2243.7160 -100.1400 10028.0196 -571.7651 326915.2915 57256.5538 159680.1600 2249.2464 5.5304 
450.0 µg/mL (90 %) 2537.5690 -49.7400 2474.0676 -277.9121 77235.1168 13823.3462 202500.0000 2534.2297 -3.3393 
450.0 µg/mL (90 %) 2534.8410 -49.7400 2474.0676 -280.6401 78758.8470 13959.0369 202500.0000 2534.2297 -0.6113 
450.0 µg/mL (90 %) 2530.1120 -49.7400 2474.0676 -285.3691 81435.5042 14194.2574 202500.0000 2534.2297 4.1177 
499.5 µg/mL (100 %) 2819.7170 -0.2400 0.0576 4.2359 17.9431 -1.0166 249500.2500 2814.1240 -5.5930 
499.5 µg/mL (100 %) 2817.0970 -0.2400 0.0576 1.6159 2.6112 -0.3878 249500.2500 2814.1240 -2.9730 
499.5 µg/mL (100 %) 2815.2170 -0.2400 0.0576 -0.2641 0.0697 0.0634 249500.2500 2814.1240 -1.0930 
549.6 µg/mL (110 %) 3103.8110 49.8600 2486.0196 288.3299 83134.1505 14376.1305 302060.1600 3097.4110 -6.4000 
549.6 µg/mL (110 %) 3102.0990 49.8600 2486.0196 286.6179 82149.8397 14290.7702 302060.1600 3097.4110 -4.6880 
549.6 µg/mL (110 %) 3100.1250 49.8600 2486.0196 284.6439 81022.1688 14192.3465 302060.1600 3097.4110 -2.7140 
600.0 µg/mL (120 %) 3379.1250 100.2600 10052.0676 563.6439 317694.4836 56510.9408 360000.0000 3382.3943 3.2693 
600.0 µg/mL (120 %) 3376.9550 100.2600 10052.0676 561.4739 315252.9778 56293.3766 360000.0000 3382.3943 5.4393 
600.0 µg/mL (120 %) 3375.9990 100.2600 10052.0676 560.5179 314180.3536 56197.5280 360000.0000 3382.3943 6.3953 
∑  7496.7 42232.2160 0.0000 ∑  75120.6960 0.0000 2402067.1058 424764.7771 ∑  3821221.7100 ∑  42232.2160  
 ̅ =499.7 2815.4811 0.0000  ̅ =5008.0464 0.0000 160137.8071 28317.6518 
 
 
Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010 
*: Ver Anexo III 
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El análisis de los residuales para la linealidad del sistema CLAR, demuestra que la 
distribución es aleatoria y no presenta ninguna tendencia por lo tanto hay ausencia de 
error sistemático, lo que quiere decir que el sistema es válido. 
 
Análisis de mínimos cuadrados del método 
1) Suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los valores 
individuales de x. 
    ∑        ∑    
 ∑    
 
       (Ecuación 17) 
Dónde: 
   = Pares de datos individuales de x. 
  =Valor medio o promedio de la variable (x) 
    ∑        = 75120.6960 
 
Gráfico 5.1.11.1.2.Análisis de residuales de la linealidad del método 
 
Fuente: Programa Microsoft Excel 2010 
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2) Suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la medida de los 
valores individuales de y 
 
    ∑        ∑  
  
 ∑    
 
      (Ecuación 18) 
 
Dónde: 
   = Pares de datos individuales de y 
   Valores medio o promedios de la variable (y) 
    ∑        = 2402067.1058 
 
3) Suma de los cuadrados de las desviaciones respecto a la media de los 
valores de x e y 
 
    ∑             ∑     
∑  ∑  
 
    (Ecuación 19) 
 
    ∑            = 424764.7771 
 
5.1.12 TEST DE LINEALIDAD DEL MÉTODO: TEST DE STUDENT PARA 
LA PENDIENTE (B) EN CLAR 
Para realizar esta prueba se debe de cumplir con el criterio de aceptación 
que el texp > ttab; 
Hipótesis 
H0: µ1 = µ2 
H1: µ1 ≠ µ2 
 
Para ello se utiliza la siguiente fórmula: 
     
| |
  
         (Ecuación 20) 
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Para determinar el texp primero se calcula la desviación estándar de la 
regresión (Sr) para obtener la desviación estándar de la pendiente Sb. 
 
Cálculo de la desviación estándar de la regresión (Sr) del método  
   √
           
   
        (Ecuación 21) 
 
   √
                                  
    
    √
                        
    
 
 
   √
       
  
 √               
 
Desviación estándar de la pendiente (Sb) del método  
Esta prueba debe de cumplir con el criterio de aceptación que el texp> ttab; 
Hipótesis:    H0: µ1=µ2 
H1: µ1≠µ2 
   √
     
   
         (Ecuación 22) 
   √
         
          
 √                    
 
Se obtiene 
     
| |
  
         (Ecuación 20) 
     
| |
  
  
|      |
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Dónde:  
|b|= Valor absoluto de la pendiente  
Sb= Desviación estándar de la pendiente 
 
Se obtiene un texp 328.7442 > ttab 2.160demostrando estadísticamente que 
existe una pendiente diferente de cero, el intervalo de confianza confirma lo 
demostrado por el test de Student en el cual la pendiente no incluye al cero. 
Intervalo de confianza (IC) para la pendiente, se calculó de la siguiente manera: 
b ± t * Sb =5.6544 ± 2.160* 0.0172 
5.6544 ± 0.0372 
[5.6172 a 5.6916] 
 
5.1.13 TEST DE PROPORCIONALIDAD DEL MÉTODO: TEST DE 
STUDENT PARA EL INTERCEPTO (A) EN CLAR 
Esta prueba debe de cumplir con el criterio de aceptación que dice que el texp 
< ttab; Hipótesis: H0: µ1 = µ2 
H1: µ1 ≠ µ2 
 
Se calcula con la fórmula siguiente: 
       
| |
  
         (Ecuación 23) 
 
Dónde: 
| | = Valor absoluto del intercepto 
  = Desviación estándar del intercepto 
 
Para encontrar el texp para el intercepto hay que calcular la desviación 
estándar de la regresión (Sr), la cual fue calculada anteriormente dando un valor 
de Sr = 4.7250 y la desviación estándar de la pendiente (Sb). 
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Desviación estándar del intercepto (  ) 
 
       √
 
   ∑      ∑  
       (Ecuación 24) 
 
           √
 
                             
 
 
          √
 
          
         √
 
      
 
 
          √                            
 
Se obtiene: 
       
| |
  
 
|        |
      
         
 
Se obtiene un texp -1.1797 < ttab 2.160 demostrando estadísticamente que la 
variable x es diferente de cero y que la recta pasa por el origen de las 
coordenadas, el intervalo de confianza confirma lo demostrado por el test de 
Student. 
 
Intervalo de confianza (IC) para el intercepto se calcula de la siguiente 
manera: 
a ± t * Sa = -10.2642 ± 2.160 * 8.7006 
-10.2642 ± 18.7933 
[-29.0575 a 8.5291] 
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5.1.14 TEST DE G DE COCHRAN DEL MÉTODO 
El test G de Cochran determina si el factor de concentración tiene alguna 
influencia sobre la variable de respuesta. Si el criterio de aceptación es Gexp < Gtab 
significa que las varianzas de las concentraciones son homogéneas y no afecta 
estadísticamente en la variabilidad de los resultados. 
 
El valor crítico de Cochran se determina C = (     ) 
 
Dónde:  
  = Es el número de datos o número de replicas 
 = Grados de libertas definido como nmáx-1, donde nmáx es el mayor de los 
tamaños de las muestras. 
  = Nivel de significancia 0.05 
 
La hipótesis afirma que:  
H0= Gexp < Gtab 
H1= Gexp > Gtab 
 
El valor de Gexp se calcula con la fórmula siguiente: 
 
      
        
∑  
 
        (Ecuación 25) 
Dónde: 
          Varianza máxima de los grupos 
∑  
 : Sumatoria de la varianza de cada grupo 
 
En la tabla 5.1.14.1 se observa los valores obtenidos para el análisis del 
factor de concentración en la homogeneidad de las varianzas. 
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Prueba de homogeneidad de varianzas del método  
 
Tabla 5.1.14.1. Test de Cochran para el análisis de varianza de los factores 
de respuesta del método en CLAR 
 
N
o
 
Concentración 
µg/mL, (%) 
Área 
(mV.s)* 
Factor de 
respuesta 
 F=y/x 
Promedio 
F=y/x 
Desviación 
Estándar  
F=y/x 
Varianza 
(S
2
) 
F=x/y 
1 
399.6 µg/mL (80 %) 2249.9990 5.6306 
5.6219 0.0080 6.39 x 10
-05
 399.6 µg/mL (80 %) 2245.8340 5.6202 
399.6 µg/mL (80 %) 2243.7160 5.6149 
2 
450.0 µg/mL (90 %) 2537.5690 5.6390 
5.6315 0.0084 7.02 x 10
-05
 450.0 µg/mL (90 %) 2534.8410 5.6330 
450.0 µg/mL (90 %) 2530.1120 5.6225 
3 
499.5 µg/mL (100 %) 2819.7170 5.6451 
5.6403 0.0045 2.047 x 10
-05
 499.5 µg/mL (100 %) 2817.0970 5.6398 
499.5 µg/mL (100 %) 2815.2170 5.6361 
4 
549.6 µg/mL (110 %) 3103.8110 5.6474 
5.6441 0.0034 1.12 x 10
-05
 549.6 µg/mL (110 %) 3102.0990 5.6443 
549.6 µg/mL (110 %) 3100.1250 5.6407 
5 
600.0 µg/mL (120 %) 3379.1250 5.6319 
5.6289 0.0027 7.12 x 10
-06
 600.0 µg/mL (120 %) 3376.9550 5.6283 
600.0 µg/mL (120 %) 3375.9990 5.6267 
Promedio   ̅  5.6334     = 0.0002 
 Desviación Estándar ( ) 0.0026 
Fuente: Software YLClarity Chromatography SW, Programa Microsoft Excel 2010 
*: Ver Anexo III 
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Se calcula el valor de Gexp: 
     
           
      
        
 
Se realiza la comparación del valor experimental con el valor crítico donde se 
obtiene que el Gexp 0.3510 < Gtab0.841, cumpliendo la hipótesis nula la cual 
comprueba que x o el factor de respuesta no tiene influencia en la variabilidad de 
los resultados, el valor crítico se calcula por medio del valor de: α= 0.05,  = 5 y n= 
2. 
 
5.1.15 COEFICIENTE DE VARIACIÓN DE LOS FACTORES DE 
RESPUESTA PARA EL MÉTODO 
 
   
 
 ̅
            (Ecuación 26) 
 
Dónde: 
  = Desviación estándar 
 ̅ = Media de los resultados 
 
En la Tabla 5.1.14.1 test de Cochran varianza de los factores de respuesta 
en CLAR, se obtiene una desviación estándar global de 0.0026 y un promedio 
global de 5.6334 por lo cual:  
 
   
      
      
             
 
Aplicando la prueba de linealidad mediante el coeficiente de variación del 
factor de respuesta        se obtiene un    = 0.0461% < 2 % demostrando la 
linealidad del sistema. 
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5.1.16 ANÁLISIS DE VARIANZA DEL MÉTODO EN CLAR 
Para el cálculo de la varianza (    
 ) se determina a partir de los datos de los 
mínimos cuadrados con la fórmula siguiente: 
 
Varianza de Residual 
 
          
   
∑       
   
      (Ecuación 28) 
 
          
   
        
  
          
 
                 
   = 264.0683 +2401803.0375 
   = 2402067.105 
 
Cálculo de la Varianza de Regresión 
 
        
  ∑
  ̂     
 
      (Ecuación 29) 
 
        
   
            
  
             
 
Una vez obtenidos los valores de la varianza y de los residuales se procede 
a realizar el cálculo de Fisher (F), el cual cumple con el criterio que Fexp > Ftab, 
estadísticamente se prueba que existe una pendiente diferente de cero. 
 
La hipótesis es:  
H0: Fexp > Ftab 
H1: Fexp < Ftab 
Validación de la Técnica Analítica para Cuantificación de Carboximetilcisteína 
solución oral 50 mg/mL por Cromatografía Líquida de Alta Resolución (CLAR).  
 
95 Bra. Katherine Danelia Castillo Morales, Bra. Yeribeth Elisa Rodríguez Martínez 
 
 
Para determinar el Fexp se aplica la fórmula siguiente: 
     
    
    
        (Ecuación 30) 
     
           
       
           
 
Por lo tanto el valor de Fexp 7882.6855 > Ftab (0.05, 1, n-1)= 4.666, el cual 
cumple el criterio de aceptación H0: Fexp > Ftab comprobando que existe una 
pendiente diferente de cero, 
 
Para la validación de la linealidad del sistema, se realizan diferentes test 
estadísticos y pruebas tales como: el análisis de mínimos cuadrados para ajustar 
la curva de calibrado, obteniendo valores para la pendiente y el intercepto con sus 
respectivas desviaciones estándar, mediante el uso del test de Student se 
demuestra que existe diferencia significativa.  
 
Se realiza el test de Cochran para demostrar la homogeneidad de la 
varianza, también se realiza el análisis de la regresión ANOVA, se evalúa los 
residuales y se determina estadísticamente que son independientes, existe una 
distribución normal y que la relación concentración y área es lineal. El test de 
Fisher se aplica para verificar que existe linealidad, bajo un nivel de confianza del 
95 %, en la cual no se encuentran diferencias significativas entre las 
concentraciones, obteniendo Fexp > Ftab indicando que si hay regresión. 
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Tabla 5.1.16.1. Análisis de varianza del método en CLAR 
 
Análisis de Varianza Análisis de Residual Análisis de la Regresión 
Concentración 
µg/mL (%) 
Área 
(mV.s) 
 ̂            ̅       ̂ 
2  ̂    ̅    ̂    ̅ 2 
399.6 µg/mL (80 %) 2249.9990 2249.2464 0.7526 0.5665 -566.2347 320621.7357 
399.6 µg/mL (80 %) 2245.8340 2249.2464 -3.4124 11.6442 -566.2347 320621.7357 
399.6 µg/mL (80 %) 2243.7160 2249.2464 -5.5304 30.5850 -566.2347 320621.7357 
450.0 µg/mL (90 %) 2537.5690 2534.2297 3.3393 11.1511 -281.2514 79102.3432 
450.0 µg/mL (90 %) 2534.8410 2534.2297 0.6113 0.3737 -281.2514 79102.3432 
450.0 µg/mL (90 %) 2530.1120 2534.2297 -4.1177 16.9553 -281.2514 79102.3432 
499.5 µg/mL (100 %) 2819.7170 2814.1240 5.5930 31.2816 -1.3571 1.8416 
499.5 µg/mL (100 %) 2817.0970 2814.1240 2.9730 8.8387 -1.3571 1.8416 
499.5 µg/mL (100 %) 2815.2170 2814.1240 1.0930 1.1946 -1.3571 1.8416 
549.6 µg/mL (110 %) 3103.8110 3097.4110 6.4000 40.9602 281.9299 79484.4796 
549.6 µg/mL (110 %) 3102.0990 3097.4110 4.6880 21.9775 281.9299 79484.4796 
549.6 µg/mL (110 %) 3100.1250 3097.4110 2.7140 7.3659 281.9299 79484.4796 
600.0 µg/mL (120 %) 3379.1250 3382.3943 -3.2693 10.6883 566.9132 321390.6124 
600.0 µg/mL (120 %) 3376.9550 3382.3943 -5.4393 29.5860 566.9132 321390.6124 
600.0 µg/mL (120 %) 3375.9990 3382.3943 -6.3953 40.8998 566.9132 321390.6124 
 ̅        2815.4811 2815.4811  
SCRES = 264.0683 
 
SCREG = 2401803.0375 
 
∑  42232.2160 
 
Fuente: Programa Microsoft Excel 2010 
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5.1.17 REPETIBILIDAD DEL MÉTODO EN CLAR 
Para el análisis de repetibilidad se realiza la evaluación de 10 distintas 
determinaciones, se trabaja a la concentración media de la curva de calibrado al 
100 %, a las cuales se les determinan la media, la desviación estándar y el 
coeficiente de variación en función al factor de respuesta. 
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Tabla 5.1.17.1. Evaluación de repetibilidad del método en CLAR 
 
Número 
de 
Lecturas 
Concentración 
µg/mL (%) 
Área 
(mV.s) 
Factor 
Respuesta 
f(y/x) 
Datos de Factor 
Respuesta f(y/x) 
Tiempo 
de 
retención 
(Tr) 
Número de 
platos 
teóricos 
(N) 
Media 
Desviación 
Estándar (S) 
1 499.5 µg/mL (100 %) 2816.2960 5.6382 
5.6396 0.0027 
2.5810 4324.1095 
2 499.5 µg/mL (100 %) 2816.2340 5.6381 2.5830 4276.1666 
3 499.5 µg/mL (100 %) 2815.1060 5.6358 2.5930 4255.3057 
4 499.5 µg/mL (100 %) 2818.3910 5.6424 2.6010 4391.3837 
5 499.5 µg/mL (100 %) 2815.2940 5.6362 2.5820 4219.2787 
6 499.5 µg/mL (100 %) 2816.5480 5.6387 2.5970 4377.8873 
7 499.5 µg/mL (100 %) 2817.4380 5.6405 2.5810 4216.0111 
8 499.5 µg/mL (100 %) 2818.3280 5.6423 2.6030 4288.1905 
9 499.5 µg/mL (100 %) 2817.2180 5.6401 2.6000 4388.0076 
10 499.5 µg/mL (100%) 2819.1160 5.6439 2.5990 4384.6329 
Coeficiente de Variación CV (%) 0.0476 % 
Cumple 
Criterio de Aceptación CV (%) ≤ 2 % Conclusión 
 
Fuente: Software YLClarity Chromatography SW, Programa Microsoft Excel 2010  
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Evaluación estadística para la repetibilidad del método en CLAR 
Para procesar los datos obtenidos se evalúan estadísticamente de la 
siguiente manera: 
Media 
 ̅  
∑  
 
         (Ecuación 31) 
 ̅         
 
Desviación estándar (S) 
  √∑     ̅                (Ecuación 32) 
         
 
La precisión en condiciones de repetibilidad en función al factor de respuesta 
obtiene una desviación estándar de 0.0027 lo que significa una buena precisión 
del sistema y que no existe una diferencia significativa. 
 
Coeficiente de Variación 
Para calcular el coeficiente de variación se utiliza la ecuación 26. 
 
   
      
      
             
 
En la tabla 5.1.17.1 se observa que el CV % está por debajo del criterio de 
aceptación establecido que es > 2 %, obteniendo un valor de 0.0479 %, lo que 
confirma que la técnica cumple con los parámetros establecidos ya que el ensayo 
es repetitivo y a la vez aceptado según el CV %. 
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5.1.18 PRECISIÓN INTERMEDIA DEL MÉTODO EN CLAR 
La precisión intermedia se realiza para determinar las posibles fuentes de 
variación durante el análisis inter analista e inter día, se trabaja con 
concentraciones de499.5 µg/mL (100 %) durante dos días continuos. 
 
La prueba de Fisher y el estadístico de t de Student se aplican para 
determinar si existe alguna diferencia significativa entre los resultados obtenidos 
por ambos analistas. Los datos que a continuación se presentan están en función 
del factor de respuesta para verificar que si el factor de concentración tiene alguna 
influencia sobre la variabilidad de los resultados. 
 
Se obtienen los siguientes resultados, ver tabla 5.1.18.1: 
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Tabla 5.1.18.1. Respuestas obtenidas de la precisión intermedia, inter 
analista e inter día en CLAR (Analista A) 
 
Fuente: Programa Microsoft Excel 2010 
*: Ver Anexo III 
 
 
 
Precisión Intermedia en CLAR 
Concentración 
µg/mL 
% 
Analista: A, Día: 1 Analista: A, Día: 2 
Área 
(m.V.s)* 
Área 
Media 
F= y/x 
(Área) 
Área 
(m.V.s) 
Área 
Media 
F= y/x 
(Área) 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
2816.4320 
2816.1813 
5.6385 2816.2310 
2816.4770 
5.6381 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
2816.1250 5.6379 2817.1230 5.6399 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
2815.9870 5.6376 2816.0770 5.6378 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
2817.2910 
2817.5307 
5.6402 2816.3210 
2816.6080 
5.6383 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
2818.4250 5.6425 2816.2130 5.6381 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
2816.8760 5.6394 2817.2900 5.6402 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
2818.2540 
2817.9670 
5.6422 2816.3340 
2817.3483 
5.6383 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
2819.5240 5.6447 2818.4060 5.6425 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
2816.1230 5.6379 2817.3050 5.6403 
Analista A Primer día Analista A Segundo día 
Media 5.6401 Media 5.6393 
Desviación Estándar (S) 0.0025 Desviación Estándar (S) 0.0016 
Coeficiente de Variación (CV %) 0.0444 Coeficiente de Variación (CV %) 0.0275 
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Tabla 5.1.18.1.1. Respuestas obtenidas de la precisión intermedia, inter 
analista e inter día en CLAR (Analista B) 
 
Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010 
*: Ver Anexo III 
, 
Precisión Intermedia en CLAR 
Concentración 
µg/mL 
% 
Analista: B, Día: 1 Analista: B, Día: 2 
Área 
(m.V.s)* 
Área 
Media 
F= y/x 
(Área) 
Área 
(m.V.s) 
Área 
Media 
F= y/x 
(Área) 
499.5  µg/mL 
(100 %) 
2816.1230 
2816.8197 
5.6379 2818.1050 
2817.1277 
5.6419 
499.5 µg/mL  
(100 %) 
2817.2340 5.6401 2817.2350 5.6401 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
2817.1020 5.6398 2816.0430 5.6377 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
2818.3260 
2818.3250 
5.6423 2816.3310 
2816.9300 
5.6383 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
2819.3250 5.6443 2816.2560 5.6382 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
2817.3240 5.6403 2818.2030 5.6420 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
2818.2180 
2816.6917 
5.6421 2815.3240 
2816.9837 
5.6363 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
2815.5430 5.6367 2818.3020 5.6422 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
2816.3140 5.6383 2817.3250 5.6403 
Analista B Primer día  Analista B Segundo día 
Media 5.6402 Media 5.6397 
Desviación Estándar (S) 0.0024 Desviación Estándar (S) 0.0022 
Coeficiente de Variación (CV %) 0.0425 Coeficiente de Variación (CV %) 0.0382 
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Tabla 5.1.18.1.2. Evaluación de la precisión intermedia interdía e 
interanalista en CLAR (Analista A vs Analista B) 
 
Concentración 
µg/mL 
% 
Analista A Analista B 
Fórmula 1er Día 2do Día 1er Día 2do Día 
Factor de Respuesta Factor de Respuesta 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
5.6385 5.6381 5.6379 5.6419 
    
 
 ̅
     
 
Coeficiente de 
variación 
 
 
 
 
 
 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
5.6379 5.6399 5.6401 5.6401 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
5.6376 5.6378 5.6398 5.6377 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
5.6402 5.6383 5.6423 5.6383 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
5.6425 5.6381 5.6443 5.6382 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
5.6394 5.6402 5.6403 5.6420 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
5.6422 5.6383 5.6421 5.6363 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
5.6447 5.6425 5.6367 5.6422 
499.5 µg/mL 
(100 %) 
5.6379 5.6403 5.6383 5.6403 
Media 5.6401 5.6393 5.6402 5.6397 
Desviación 
Estándar (S) 
0.0025 0.0016 0.0024 0.0022 
Coeficiente de 
variación (CV %) 
0.0444 0.0275 0.0425 0.0382 
CVglobal 0.0381 
Criterio de Aceptación CV global (%) ≤ 2 % Conclusión Cumple 
Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010 
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En la tabla 5.1.18.1.2. Se obtiene que el coeficiente de variación 
experimental para ambos analistas en diferentes días es menor al 2 %, 
cumpliendo con el criterio de aceptación (CV ≤ 2 %), según lo establecido por el 
RTCA 11:03:39:06 y USP 36. 
 
Se procede a realizar un análisis de varianza de los datos aplicando el test 
de Fisher, los resultados que se obtienen demuestran que no existe diferencia 
significativa entre dichas precisiones alcanzadas por los dos analistas en los 
diferentes días para una probabilidad del 0.05 % ya que el valor de Fexp es menor 
que Ftab (interanalista Fexp 2.8840 < Ftab 161.4476; interdía Fexp 20.5037 < Ftab 
161.4476). 
 
Tabla 5.1.18.1.3. Evaluación estadística para la precisión intermedia del método en CLAR 
ANÁLISIS DE VARIANZA 100% 
RESUMEN  
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza 
Analista A 2 11.2794 5.6397 3.46 x 10
-7 
Analista B 2 11.2799 5.6399 1.41 x 10
-7 
Día 1 2 11.2803 5.6401 5.51 x 10
-9 
Día 2 2 11.2789 5.6395 8.23 x 10
-8 
Origen de las 
variaciones 
ΣSC 
Grados 
de 
libertad 
Promedio 
ΣSC 
F Probabilidad 
Valor 
crítico 
para F 
Analistas 6.52 x 10
-8 1 6.52 x 10 -8 2.8840 0.3388 161.4476 
Días 4.64 x 10
-7 1 4.64x 10 -7 20.5037 0.1384 161.4476 
Error 2.26 x 10
-8 1 2.26 x 10 -8 
 Total 5.51 x 10
-7 3 
 
Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010 
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Tabla 5.1.18.1.4.Precisión intermedia Analista A 
 
Día 1 Día 2 Día 1 -Día 2 Valor absoluto 
      
| ̅|
  √  
 
      
|      |
       √  
 
             
 
Analista A 
 
 
 
5.6385 5.6381 0.0004 0.0004 
5.6379 5.6399 -0.0020 0.0020 
5.6376 5.6378 -0.0002 0.0002 
5.6402 5.6383 0.0019 0.0019 
5.6425 5.6381 0.0044 0.0044 
5.6394 5.6402 -0.0008 0.0008 
5.6422 5.6383 0.0038 0.0038 
5.6447 5.6425 0.0022 0.0022 
5.6379 5.6403 -0.0024 0.0024 
Promedio ( ̅) 0.0020 
Desviación estándar (S) 0.0014 
√  3 
Tabla 5.1.18.1.5.Precisión intermedia Analista B 
 
Día 1 Día 2 Día1-Día2 Valor absoluto 
      
| ̅|
  √  
 
      
|      |
       √  
 
             
Analista B 
 
 
 
5.6379 5.6419 -0.0040 0.0040 
5.6401 5.6401 0.0000 0.0000 
5.6398 5.6377 0.0021 0.0021 
5.6423 5.6383 0.0040 0.0040 
5.6443 5.6382 0.0061 0.0061 
5.6403 5.6420 -0.0018 0.0018 
5.6421 5.6363 0.0058 0.0058 
5.6367 5.6422 -0.0055 0.0055 
5.6383 5.6403 -0.0020 0.0020 
Promedio ( ̅) 0.0035 
Desviación estándar (S) 0.0021 
√  3 
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Tabla 5.1.18.1.6. Precisión intermedia Analista A vs B, Día 1 
 
Analista A Analista B Analista A-B 
Valor 
absoluto 
      
| ̅|
  √  
 
      
|      |
       √  
 
             
Analista A vs B (Día 1) 
 
 
 
5.6385 5.6379 0.0006 0.0006 
5.6379 5.6401 -0.0022 0.0022 
5.6376 5.6398 -0.0022 0.0022 
5.6402 5.6423 -0.0021 0.0021 
5.6425 5.6443 -0.0018 0.0018 
5.6394 5.6403 -0.0009 0.0009 
5.6422 5.6421 0.0001 0.0001 
5.6447 5.6367 0.0080 0.0080 
5.6379 5.6383 -0.0004 0.0004 
Promedio ( ̅) 0.0020 
Desviación estándar (S) 0.0024 
√  3 
Tabla 5.1.18.1.7. Precisión intermedia analista A vs B, Día 2 
 
Analista A Analista B Analista A-B 
Valor 
absoluto 
      
| ̅|
  √  
 
      
|      |
       √  
 
             
Analista A vs B (Día 2) 
 
 
 
5.6381 5.6419 -0.0038 0.0038 
5.6399 5.6401 -0.0002 0.0002 
5.6378 5.6377 0.0001 0.0001 
5.6383 5.6383 0.0000 0.0000 
5.6381 5.6382 -0.0001 0.0001 
5.6402 5.6420 -0.0018 0.0018 
5.6383 5.6363 0.0020 0.0020 
5.6425 5.6422 0.0002 0.0002 
5.6403 5.6403 0.0000 0.0000 
Promedio ( ̅) 0.0009 
Desviación estándar (S) 0.0013 
√  3 
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Al aplicar la prueba de t de Student para ambos analistas, el valor 
experimental obtenido fue menor que el tabulado (0.2777 < 2.306 y 0.2308 < 
2.306), lo que indica que no existen diferencias significativas entre las medias 
alcanzadas con un nivel de significación de un 5 %. 
 
5.1.19 EXACTITUD DEL MÉTODO DE CARBOXIMETILCISTEÍNA 
La exactitud se expresa como porcentaje de recuperación en la valoración de 
una cantidad conocida de analito añadida sobre la muestra o como la diferencia 
entre la media obtenida y el valor aceptado como verdadero junto a los intervalos 
de confianza (AEFI, 2001, p. 68-94). 
 
Para determinar el porcentaje de recuperación se utilizan las siguientes 
fórmulas:  
               
                 
                         
     
 
(Ecuación 36) 
 
 
 
Tabla 5.1.18.1.8. Precisión intermedia, interdía e interanalista en CLAR, t 
estadígrafo Student  
 
Analista A Analista B 
Analista A vs B 
Fórmula 
Día 1 Día 2 
texp 0.4762 0.5555 0.2777 0.2308       
| ̅|
  √  
 
 ttab 2.306 2.306 2.306 2.306 
texp < ttab No existe diferencia significativa. 
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(Ecuación 37) 
                         
         
         
                   
 
               
        
        
                    
 
El procedimiento de cuantificación permite calcular la cantidad de principio 
activo en las muestras sometidas al análisis obteniendo un porcentaje de 
recuperación de 99.9, el cual está dentro del rango brindado por el proveedor y el 
Laboratorio entre 98.5 % -101.0 %. 
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Tabla 5.1.19.1. Porcentaje de recuperación del método de carboximetilcisteína S.O. 50 mg/mL 
 
Cantidad 
pesada de 
principio activo 
(mg) 
Cantidad mL de 
p. a+ excipientes 
(mL) 
Concentración 
a inyectar 
(g/mL) 
Área 
estándar 
(mV.s)* 
Área 
muestra 
(mV.s) 
Concentración 
encontrada 
(g/mL) 
% de 
recuperación 
50.556 1.011 499.5  2823.7340 2821.0770 499.0300 99.9059 
50.556 1.011 499.5 2823.7340 2822.2160 499.2315 99.9462 
50.556 1.011 499.5 2823.7340 2821.1890 499.0498 99.9099 
50.556 1.011 499.5 2823.7340 2822.3900 499.2623 99.9524 
50.556 1.011 499.5 2823.7340 2822.5480 499.2902 99.9580 
50.556 1.011 499.5 2823.7340 2821.1270 499.0388 99.9077 
50.556 1.011 499.5 2823.7340 2821.1290 499.0392 99.9077 
50.556 1.011 499.5 2823.7340 2822.4030 499.2646 99.9529 
50.556 1.011 499.5 2823.7340 2822.9840 499.3673 99.9734 
 ̅  50.556 1.011 499.5 2823.7340 2821.8959 499.0300 99.9349 
Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010 
*: Ver Anexo III 
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Tabla 5.1.19.1.2.Test de Cochran del método en CLAR para porcentaje de 
recuperación 
 
N0 de 
lecturas 
Concentración 
ug/mL  
% 
Recuperación % 
Promedio % 
de 
Recuperación 
      
1 
499.5 µg/mL  
100 % 
99.9059 
 
99.9207 
 
 
0.0222 
 
 
0.0005 
 
2 
499.5 µg/mL  
100 % 
99.9462 
3 
499.5 µg/mL  
100 % 
99.9099 
4 
499.5 µg/mL  
100 % 
99.9524 
 
99.9394 
 
0.0276 
 
0.0008 
5 
499.5 µg/mL  
100 % 
99.9580 
6 
499.5 µg/mL  
100 % 
99.9077 
7 
499.5 µg/mL  
100 % 
99.9077 
99.9447 0.0336 0.0011 8 
499.5 µg/mL  
100 % 
99.9529 
9 
499.5 µg/mL  
100 % 
99.9734 
Promedio ( ̅) 99.9349 
     = 0.0024 
 
Desviación Estándar (S) 0.0267 
Coeficiente de variación (CV %) 0.0268 
Fuente: Software YLClarity Chromatography SW y Programa Microsoft Excel 2010 
 
Test de proporcionalidad del método: test de Cochran  
Deberá de cumplir que el Gexp < Gtab 
       
          
∑  
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Al comparar el valor experimental con el valor tabulado se cumple la 
hipótesis nula que el Gexp 0.4583 < Gtab0.996, comprobando que el factor de 
respuesta no tiene influencia sobre la variabilidad de los resultados. 
 
Test de Student 
En la tabla de t de Student n-1 grados de libertad y 0.05 grados de 
significación el ttab= 4.303 Como criterio de aceptación para el test de Student 
debe de cumplir que el texp < ttab obteniéndose los siguientes resultados texp 4.2073 
< ttab 4.303. 
 
Para calcular el valor experimental se aplicó la ecuación 35: 
     
|      ̅|   √ 
   
 
Dónde: 
  ̅   Media del porcentaje de recuperación 
    Coeficiente de variación del porcentaje de recuperación 
n = número de muestras 3 
 
     
|           |  √ 
      
  
             
      
        
 
5.1.20 ROBUSTEZ DEL MÉTODO 
Para evaluar la capacidad del método se realiza el estudio de la robustez 
para verificar que el método permanece inalterado ante pequeñas pero 
deliberadas variaciones tales como: longitud de onda, cambio de flujo y proporción 
de la fase móvil. Se preparan soluciones de la muestra al 100 % equivalente a 
499.5 µg/mL en la cual se realizan lecturas por triplicado en las condiciones 
reflejas en la tabla 5.1.20.1, los cuales demuestran que el método es robusto en 
todos los cambios realizados. 
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Tabla 5.1.20.1. Evaluación de la robustez del método en CLAR 
 
Condiciones Réplica N 
Factor de 
Cola (T) 
Factor de 
Capacidad 
(K) 
Área 
(m.V.s)* 
Promedio 
área 
Desviación 
Estándar 
Coeficiente 
de 
Variación 
% 
Recuperación 
Control 
Flujo 0.5 mL/min 210 nm 
1 4306.0176 0.3587 1.5920 2820.0890 
2818.3813 1.5935 0.0565 
100.1672 
2 4345.9805 0.3515 1.6040 2818.1210 99.9908 
3 4275.0214 0.3497 1.5990 2816.9340 99.8420 
Cambio de longitud de onda de 
210 a 208 nm 
1 4332.6390 0.3523 1.6000 2819.2320 
2817.5450 1.5408 0.0547 
100.0718 
2 4208.7656 0.3480 1.5950 2817.1910 99.9993 
3 4215.2556 0.3525 1.5970 2816.2120 99.9289 
Cambio de longitud de onda de 
210 a 212 nm 
1 4292.7377 0.3511 1.5880 2817.1250 
2816.1607 1.0030 0.0356 
100.0816 
2 4284.8963 0.3531 1.6020 2816.2340 99.9789 
3 4350.9569 0.3501 1.5890 2815.1230 99.9395 
Cambio de flujo de 0.5 mL/min 
a 0.4 mL/min 
1 4205.5225 0.3534 1.5940 2819.2310 
2817.8230 1.5795 0.0561 
100.1447 
2 4281.6034 0.3561 1.6010 2818.1230 99.9633 
3 4371.1469 0.3510 1.5950 2816.1150 99.8920 
Cambio de flujo de 0.5 mL/min 
a 0.6 mL/min 
1 4282.7912 0.3527 1.5850 2818.8430 
2817.4443 1.2277 0.0436 
100.0496 
2 4258.5885 0.3527 1.5940 2816.9450 99.9823 
3 4202.2806 0.3524 1.5930 2816.5450 99.9681 
Control 
Fase móvil 95:05 Buffer 
(Dihidrógeno fósfato 
monobásico de sodio) / Metanol 
1 4357.6817 0.3559 1.5910 2819.1320 
2817.562 1.4363 0.0510 
100.0557 
2 4393.3103 0.3518 1.5850 2817.2400 99.9886 
3 4361.0460 0.3495 1.5920 2816.3140 99.9557 
Fase móvil 90:10 Buffer 
(Dihidrógeno fósfato 
monobásico de sodio) / Metanol 
1 4376.3314 0.3488 1.5800 2816.9120 
2816.1550 0.7794 0.0277 
100.0269 
2 4225.0000 0.3521 1.6000 2816.1980 100.0015 
3 4354.3186 0.3522 1.5900 2815.3550 99.9716 
Promedio   ̅  0.0464 
 
100.0000 
 
 
Fuente: Programa de Microsoft Excel 2010 
*: Ver Anexo III 
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Como se aprecia en la tabla 5.1.20.1 el método es robusto en los cambios 
realizados ya que el porcentaje de recuperación está entre 98.5 % - 101.0% y el 
coeficiente de variación es menor del 2 % y la diferencia entre los resultados en la 
condición control y la condición de variación es 0.0464 < 2 %. 
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Tabla 5.1.20.2. Resumen de los resultados de la validación en CLAR 
 
Principio Activo: Carboximetilcisteína Tipo de Validación Resultados 
Ensayos Prospectiva Validación 
1. Aptitud del Sistema Especificaciones Sistema Método 
- Interferencia de Excipientes 
 
 
- Factor de Cola 
- Número de Platos Teóricos 
- Coeficiente de Variación 
Negativo: No debe 
presentar interferencias 
de excipientes 
 
Cumple 
 
Cumple < 2  
> 2000 
CV ≤ 2 % 
2. Linealidad  
- Coeficiente de Variación CV 
- Coeficiente de determinación r2 
- Coeficiente de correlación r 
- Intercepto (a) 
- Intervalo de confianza para el 
intercepto 
- Test de t para evaluar la 
significación estadística de 
desviación estándar del 
intercepto 
- Valor de la pendiente (b) 
- Intervalo de confianza de la 
pendiente 
- Test de t para evaluar la 
significación estadística de 
desviación estándar de la 
pendiente 
- Test de Cochran 
CV ≤ 2 % 
≥ 0.9998 
≥ 0.9999 
14.0099 
El intervalo debe de 
incluir el cero 
 
texp < ttab (ttab = 2.160) 
 
 
5.6286 
El intervalo no debe 
incluir el cero 
texp < ttab (ttab = 2.160) 
 
 
Gexp < Gtab (Gtab= 0.841) 
 
 
Cumple 
 
 
 
 
 
 
Cumple 
 
 
 
 
- Gráfico de Residuales 
La distribución de los 
puntos debe de ser 
aleatoria y no debe 
reflejar ninguna 
tendencia 
3. Precisión  
- Repetibilidad CV ≤ 2 % Cumple Cumple 
4.  Exactitud  
- % Recuperación 
- Test de Cochran 
- Test de Student 
 
98.5 % - 101.0 % 
Gexp < Gtab (Gtab= 0.966) 
texp < ttab (ttab = 4.303) 
 
 
Cumple 
 
Cumple 
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6 CONCLUSIONES 
En base a los resultados obtenidos, para la validación de la técnica analítica 
para la cuantificación de Carboximetilcisteína 50 mg/mL por Cromatografía Liquida 
de Alta Resolución (CLAR) se puede concluir: 
 
 Se demuestra que el sistema es capaz de identificar la molécula de 
Carboximetilcisteína de forma inequívoca sin presencia de ninguna 
interferencia, cumpliendo los criterios de aceptación: Número de platos 
teóricos 4275.4089 > 2000, factor de cola 0.3628 < 2 y un coeficiente de 
variación de 0.1451 % < 2 %. 
 
 A través de los resultados obtenidos en la evaluación delos parámetros de 
desempeño para la cuantificación de carboximetilcisteína solución oral 50 
mg/mL, el método analítico demuestra ser: lineal, preciso, exacto y robusto, 
en base a los parámetros estadísticos estudiados. 
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7 RECOMENDACIONES 
 
Se recomienda a Laboratorios SOLKA S.A., llevar a cabo el estudio de 
estabilidad ya que por motivos de tiempo no fue posible la realización de éste y 
es necesario para el aseguramiento de la calidad. 
 
Es importante que en la presentación del producto terminado de 
carboximetilcisteina solución oral de 50 mg/mL, se indiquen las posibles 
interacciones medicamentosas con otros principios activos. 
 
Se solicita a las autoridades competentes gestionar la actualización del 
Reglamento Técnico Centroamericano 11.03.39:06. “Productos Farmacéuticos. 
Validación de Métodos Analíticos para la Evaluación de la Calidad de los 
Medicamentos”. 
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ANEXOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ANEXO I 
GLOSARIO 
Analito: Sustancia (química, física o biológica) buscada o determinada en una 
muestra, que debe ser recuperada, detectada o cuantificada por el método. 
 
Blanco matriz: Matriz que no contiene el analito de interés u objetivo para el 
método seleccionado. 
 
Coelución: El proceso mediante el cual dos o más compuestos químicos eluyen 
de una columna cromatográfica, al mismo tiempo, lo que hace difícil la separación 
e identificación. 
 
Exactitud: Capacidad de obtener un resultado verdadero. En los ensayos 
cuantitativos, la exactitud expresa el grado de acuerdo entre el valor verdadero y 
el valor obtenido después de repetir el ensayo cierto número de veces. 
 
Especificaciones: Descripción del material, sustancia o producto, que incluye la 
definición de sus propiedades y características, con las tolerancias de variación de 
los parámetros de calidad. 
 
Intervalo: Amplitud entre las concentraciones inferior y superior de analito 
(incluyendo esos niveles), en la cual se puede determinar el analito con un nivel 
adecuado de precisión, exactitud y linealidad. 
 
Límite de cuantificación: El menor contenido mensurable que permite cuantificar 
el analito con un grado aceptable de exactitud y precisión 
 
Límite de detección: El menor contenido mensurable del que se puede deducir la 
presencia del analito con un grado razonable de certeza estadística.  
 
  
Linealidad: Capacidad de un método analítico de obtener resultados que son 
proporcionales, directamente o por medio de transformaciones matemáticas bien 
definidas, a la concentración o cantidad de los analitos en las muestras en un 
rango definido. 
 
Matriz: Está conformado por el principio activo y los excipientes que dependerá 
del preparado farmacéutico. 
 
Método analítico: Adaptación específica de una técnica analítica para un 
propósito de medición seleccionado, en la cual se identifican los recursos 
materiales y el procedimiento. 
 
Muestra: Analíticamente es una parte representativa de la totalidad del material 
que ha de someterse a ensayo. 
 
Precisión: Grado de acuerdo (o desacuerdo) entre los resultados independientes 
de ensayos obtenidos en condiciones prescritas. Por lo general depende de la 
concentración del analito, dependencia que debe determinarse y documentarse. 
 
Precisión (intermedia): Precisión de un método analítico, expresada como la 
concordancia relativa obtenida entre determinaciones independientes realizadas 
en un mismo laboratorio, por diferentes analistas, en distintos días. 
 
Repetibilidad: Precisión de un método analítico, expresado como la concordancia 
entre determinaciones independientes realizadas por diferentes laboratorios. 
 
Validación: Verificación de determinados parámetros de un método en la que los 
requisitos especificados para estos, demuestran que el método es idóneo para un 
uso previsto.  
 
 
  
Validación de un procedimiento analítico: Procedimientos para establecer 
pruebas documentadas que demuestren científicamente que un método analítico 
tiene las características de desempeño que son adecuados para cumplir con los 
requerimientos de las aplicaciones analíticas pretendidas. 
 
Validación del método analítico: Proceso por el cual se demuestra, por estudios 
de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para la 
aplicación analítica deseada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ANEXO II 
LISTADO DE SIGLAS 
AEFI: Asociación Española de Farmacéuticos de la Industria 
BPM: Buenas Prácticas de Manufactura 
BPL: Buenas Prácticas de Laboratorio 
CLAR: Cromatografía líquida de alta resolución  
EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica 
FAO: Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación 
(Food and Agriculture Organization por sus siglas en inglés) 
FDA: Administración de Medicamentos y Alimentos de los EE. UU. (U.S. Food and 
Drug Administration,) 
ICH: Conferencia Internacional sobre armonización (International Conference on 
Harmonisation) 
ISO: Organización Internacional de Normalización (“International Organization for 
Standardization”) 
OMS: Organización Mundial de la Salud  
RTCA: Reglamento Técnico Centroamericano 
S.O.: Solución Oral 
USP: Farmacopea de los Estados Unidos de América 
 
 
 
  
ANEXO III 
LISTADO DE ABREVIATURAS 
%: Porcentaje 
 ̅: Media aritmética de x 
 ̅: Media aritmética de y 
 ̂: y ponderada 
∑  2: Suma de las  al cuadrado 
a: Intercepto 
b: Pendiente 
B/A: Altura del pico al 5%, entre dos veces la distancia máxima del pico hasta el 
borde inicial del pico 
CV: Coeficiente de variación o desviación estándar relativa 
CVy/x: Coeficiente de variación de regresión 
H0: Hipótesis nula 
H1: Hipótesis alternativa 
IC: Intervalo de confianza 
K´: Factor de capacidad 
LOD: Límite de detección 
LOQ: Límite de cuantificación 
mg: Miligramos 
mL: Mililitro 
  
m.V.s: Millivoltio por segundo 
m.V: Millivoltio 
N: número de platos teóricos 
nm: Nanómetros 
p.a: Principio activo 
r: Coeficiente de correlación 
r2: Coeficiente de determinación 
S: Desviación estándar 
S2: Varianza 
SCT: Suma de cuadrados total 
SCE: Suma de cuadrados residual 
SCREG: Suma de cuadrados de la regresión 
Tr: Tiempo de retención 
T: Factor de cola 
µg/mL: Microgramo por mililitro 
µg: Microgramo 
 
 
 
 
 
  
ANEXO IV 
LISTADO DE ECUACIONES 
Número Especificaciones 
Ecuación 1            
Ecuación 2             
  
Ecuación 3             
Ecuación 4          
Ecuación 5               
Ecuación 6        
Ecuación 7                 
Ecuación 8            
Ecuación 9                        
Ecuación 10           
Ecuación 11              
Ecuación 12     
     
    
            
     
 
Ecuación 13    
   
   
 
Ecuación 14        
Ecuación 15   
∑       ̅        ̅ 
√∑     ̅   ∑     ̅  
 
Ecuación 16         
Ecuación 17     ∑        ∑    
 ∑    
 
 
Ecuación 18     ∑        ∑  
  
 ∑    
 
 
Ecuación 19     ∑             ∑     
∑  ∑  
 
 
Ecuación 20      
| |
  
 
  
Ecuación 21    √
           
   
 
Ecuación 22    √
   
   
 
Ecuación 23        
| |
  
 
Ecuación 24        √
 
   ∑      ∑   
  
Ecuación 25      
          
∑   
  
Ecuación 26     
 
 ̅
     
Ecuación 27                  
Ecuación 28           
   
∑       
   
 
Ecuación 29         
  ∑
         
 
 
Ecuación 30      
    
    
 
Ecuación 31  ̅  
∑   
 
 
Ecuación 32   √∑     ̅           
Ecuación 33      
     
 
 
Ecuación 34     
   
 
 
Ecuación 35      
|      ̅|   √ 
   
 
Ecuación 36                
                 
                         
     
Ecuación 37                          
                 
                 
                            
 
  
ANEXO V 
CÁLCULOS 
1) Dihidrógeno fósfato monobásico de sodio 0.02 M 
   
           
            
                    
            
 
  
                                
 
   
          
 
2) Preparación del estándar de carboximetilcisteína 500 µg/mL (100%) 
               
          
    
          
                 
         
       
          
 
3) Preparación del estándar de carboximetilcisteína para curva de 
calibrado 
                 
         
       
          
                                  
    
   
                 
 
4) Preparación de la curva de calibrado del estándar de 
Carboximetilcisteína 
             
              
          
         
              
              
          
      
               
              
          
         
  
               
              
          
         
               
              
          
      
5) Preparación de la muestra de carboximetilcisteína 50 mg/mL 
              
        
       
         
 
6) Preparación de la muestra de carboximetilcisteína 50 mg/mL para 
curva de calibrado  
                 
        
       
         
 
7) Preparación de la curva de calibrado de la muestra de 
Carboximetilcisteína 
             
              
          
         
              
              
          
      
               
              
          
         
              
              
          
         
               
              
          
      
 
8) Solución placebo cargado al 80% 
                             
                  
          
         
              
                   
          
         
  
9) Solución placebo cargado al 100% 
                             
                  
          
          
              
                   
          
         
 
10) Solución placebo cargado al 120% 
                             
                  
          
         
              
                   
          
         
 
11) Cálculo para número de platos teóricos (N) 
     
  
 ⁄  
                                    
  : Tiempo de retención 
 : Ancho del pico en su base 
 
12) Cálculo para factor de cola o factor de asimetría (B/A) 
 
 
 ⁄   
     
 
 
      
      
        
     : Ancho del pico al 5% de la altura  
   Es la distancia del máximo del pico hasta el borde inicial del pico. 
 
13) Cálculo factor de capacidad (K) 
   
     
  
 
             
      
        
 
  
ANEXO VI 
1. IDONEIDAD DEL MÉTODO EN CLAR 
Figura 1.1. Idoneidad del método para la cuantificación de 
carboximetilcisteína 50 mg/mL solución oral (Estándar vs Placebo) 
 
 
Figura 1.2. Idoneidad del método para la cuantificación de 
carboximetilcisteína 50 mg/mL solución oral (Muestra vs Placebo) 
 Fuente: Software YLClarity Chromatography SW 
 
  
ANEXO VII 
2. CURVA DE CALIBRADO DEL SISTEMA DE CLAR 
Figura 2.1. Curva de Calibrado del Sistema 
 
 
Figura 2.2. Curva de Calibrado del Método 
 
Fuente: Software YLClarity Chromatography SW 
  
ANEXO VIII 
3. EXACTITUD EN CLARDE CARBOXIMETILCISTEÍNA  
50 mg/mL 
3.1. Exactitud del Sistema  
Figura 3.2. Exactitud del sistema placebo cargado 
 
 
3.3 Exactitud del Método 
Figura 3.4 Porcentaje de recuperación 
 
Fuente: Software YLClarity Chromatography SW 
  
ANEXO IX 
4. PRECISIÓN INTERMEDIA DEL MÉTODO DE 
CARBOXIMETILCISTEÍNA 50mg/mL (DÍA 1) 
Figura 4.1. Precisión intermedia, inter-analista, día 1 
 
 
 
Fuente: Software YLClarity Chromatography SW 
 
  
ANEXO X 
5. PRECISIÓN INTERMEDIA DEL MÉTODO DE 
CARBOXIMETILCISTEÍNA 50 mg/mL (DÍA 2) 
Figura 4.2. Precisión intermedia, inter-analista, día 2 
 
 
 
Fuente: Software YLClarity Chromatography SW 
 
 
  
ANEXO XI 
Balanza analítica Kern ACS 220-4 
 
 
Bomba al vacío Value V-i220SV 
 
 
 
 
  
ANEXO XII 
Dispositivo de Nylon para jeringa 0.45 µm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ANEXO XIII 
Certificado de análisis de carboximetilcisteína del proveedor  
 
  
ANEXO XIV 
Certificado de análisis de carboximetilcisteína de Laboratorios 
SOLKA S.A. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO XV 
REGLAMENTO TÉCNICO CENTROAMERICANO RTCA 
11.03.39.06 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
  
 
   
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO XVI 
CAPÍTULO GENERAL DE CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA 
RESOLUCIÓN USP 36 
 
   
  
 
  
 
  
 
 
  
 
 
  
 
 
  
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO XVII 
CAPÍTULO GENERAL VALIDACIÓN DE PROCEDIMIENTOS 
FARMACOPEICOS USP 36 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
 
 
  
 
 
  
 
 
  
 
  
ANEXO XVIII 
 
Fuente:(Instituto de Salud Pública, 2010, p. 61 – 62) 
 
  
ANEXO XIX 
 
 
Tabla de homogeneidad de varianzas de Cochran 
 
Fuente: Recuperado de: http://profmejias.blogspot.com/2015/12/hablemos-de-
revision-de-conocimientos.html,(5 de junio 2016).   
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ANEXO XX 
 
Fuente:(Instituto de Salud Pública, 2010, p. 61 – 62) 
 
